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The wrong sequence code was for the VvSIRK gene fcomVitis Vinifera. The VvSIRK 
cDNA sequence (2376 bases) codes for the inward rectifier potassium channel VvSIRK, 
as it has been published in Plant Physiology, 128: 564-577 (February 2002) by Pratelli et 
al. 9 as evidenced by the attached publication. 

4. While a correct VvSOR gene in Vitis Vinifera which encodes a new 
outward rectifier postassium channel was discussed in the patent application, the wrong 
sequence code was included in the patent application. This error of providing the wrong 
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documents show that the VvSOR gene in Vitis Vinifera, which encodes a new outward 
rectifier postassium channel, was public at least in December 2000, and that transgenic 
grapevines (time required for grapevine transformation, regeneration, growth and 
production of berries: at least 3 year) expressing VvSOR constructs were under studies 
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during summer 2003 and summer 2004. A draft of a publication presenting (in English) 
the work of our research group on VvSOR (cloning, expression analyses, functional 
characterization and preliminary results observed in transgenic grapevines during the two 
successive years 2003 and 2004) is included in the PhD Thesis of Eric Hosy. 

6. Based upon the foregoing evidence, one skilled in the art would not only 
recognize the existence of the error of the sequence listing in the patent specification, but 
also recognize the appropriate correction. 
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PhD Thesis of Rejane Pratelli 

Thesis defended on December 12, 2000 (as indicated on the cover). 
Research work performed from November 1997 to November 2000. 
Thesis Supervisor: Herve SENTENAC 
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Figure 4.2 (present in between page 79 and 80): this Figure provides the amino acid 
sequence of VvSOR channel. The sequence of VvSOR is compared (amino acid sequence 
alignments) in this Figure to that of the outward Shaker potassium channels SKOR and 
SKOR2 (also named GORK) previously cloned in the model plant Arabidopsis thaliana. 

Chapter 2: "Material and Methods", page 59, paragraph 2.6.2. Description of the 
technical procedure used to prepare transgenic grapevines over-expressing the WSOR 
channel (wild-type or mutated sequences) to investigate the role of this channel in 
planta. The corresponding grapevines will be characterized in summer 2003 and 2004. 
See below, PhD Thesis of Eric Hosy. 



PhD Thesis of Eric Hosy 

Thesis defended on November 22, 2004 (as indicated on the copy of the report from the 
Examination board attached to the Thesis). 

Research work performed from November 2001 to October 2004. 
Thesis Supervisor: Herve SENTENAC 

Page 118-137, text in English: first draft of a manuscript describing parts of the work of 
Rejane Pratelli, Eric Hosy and other Inventors on VvSOR: VvSOR cloning, functional 
analysis of VvSOR channel activity by two-electrode voltage clamp using Xenopus 
oocytes as heterologous expression system, localization of VvSOR expression in the ; , 
plant and preliminary studies of the roles of VvSOR in the development of the grape . . 
berry using transgenic grapevines over-expressing the wild-type VvSOR gene. Please 
note that obtaining transgenic grapevines, from the transformation step to fructification 
and production of berries, took 4 years. 
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Chapitre 1 
Introduction 



En vignoble a vin, le suivi du developpement des baies, dans le but de prevoir la qualite du 
millesime et les operations cenologiques, repose sur la mesure periodique de la teneur en 
sucres, mais aussi de Vacidite de titration, du pH et de la teneur en IC de la pulpe. Ces 3 
derniers parametres sont lies. En effet, en tant que cation endocellulaire le plus abondant, 
lion FC est implique dans la neutralisation electrique des acides organiques, et participe de 
cefait au controle du pH et de Vequilibre acido-basique de la pulpe. De nombreuses etudes 
montrent qu'une alimentation potassique trop riche se traduit par un desequilibre de Vacidite 
du mout (Hale, 1977; Storey, 1987; Delas et al., 1989). 

La teneur en IC des mouts varie avec les conditions climatiques du millesime, les 
pratiques agronomiques (fertilisation, taille), mais aussi le porte-greffe et le cultivar. Cette 
variability biologique suggere que les techniques d' amelioration des plantes ou de genie 
genetique devraient permettre, a terme, d'obtenir un materiel biologique permettant de 
diminuer sensiblement la teneur en IC des baies et d'augmenter ainsi Vacidite des mouts. Cela 
autoriserait une reduction significative des traiternents cenologiques et representerait une 
avancee durable dans Vamelioration des vins, a la fois sur le plan de leur qualite 
organoleptique et de la securite alimentaire. Une strategie serait de diminuer specifiquement 
la teneur en potassium de la baie, sans affecter la teneur des autres organes et tissus, de 
fagon a ne pas limiter le developpement et le fonctionnement de la canopee a Vorigine de la 
synthese des sucres. Le projet de cette these sanserif dans cette direction, Le premier objectif 
a ete Identification de systemes de transport de fC susceptibles de participer au transfert de 
cet ion dans la baie. 

En introduction bibliographique, je presenterai d'abord un resume de nos 
connaissances sur les roles que joue IC dans la cellule vegetale et laplante. Je ferai ensuite 
le point sur les acquis moleculaires concernant les proteines membranaires responsables des 
transports de fC dans la plante, disponibles essentiellement chez Vespece modele Arabidopsis 
thaliaha. Je resumerai ensuite les connaissances actuelles concernant les transports de cet ion 
chez les plantes, en particulier V absorption par la racine, les transports a longue distance 
paries seves phloemienne et xylemienne, et les flux dans les cellules de garde. Je presenterai 
enfin les donnees^ disponibles sur le developpement et la physiolqgie de la baie de raisin, et 
les roles que K* joue dans certains de ces processus. 
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1.1 Roles de l'ion potassium dans la plante 

La concentration de K + dans le cytoplasme de la cellule animale ou vegetale est de l'ordre de 
100 mmol.r 1 (Darnel et al 9 1989; Maathuis et Sanders, 1996). La concentration cytoplasmique 
de Na + est proche de 10 mmoLl" 1 chez les cellules ^animales. Les donnees chez les cellules 
vegetales sont relativement rares et indirectes. Elles suggerent neanmoins que cette 
concentration est variable en fonction de l'espece et de renvironnement, mais inferieure a 
celle de K + (Cheeseman, 1988). La concentration cytoplasmique de Mg 2+ est proche de 
1 mmol.r 1 , dans la cellule animale ou vegetale (Darnel et al, 1989), et la concentration de Ca 2+ 
est controlee a des valeurs inferieures a 1 j^moU 1 (Darnel et al, 1898; Felle, 1898), en relation 
avec le role de second messager de ce cation. En conclusion, K + est le cation inorganique le 
plus abondant dans le cytoplasme. On imagine que cette accumulation preferentielle est due 
aux proprietes physiques de cet ion (rayon ionique et structure de la coque d'hydratation en 
particulier) qui le rendent faiblement chaotropique (Eisenman, 1969; Clarkson et Hanson, 
1980; Eisenman et Horn, 1983; Clarkson, 1993). 

En relation avec son abondance dans la cellule, K + est implique dans des fonctions de 
base, au niveau de la cellule et a celui de l'organisme. II constitue le principal contre-ion 
neutralisant la charge negative nette des macromolecules et determine ainsi la force ionique 
du cytoplasme et l'intensite des interactions electrostatiques inter- et intra-moleculaires. Cela 
contribue en particulier au maintien de la structure et de 1'activite des complexes 
enzymatiques. Le potassium exerce de plus un effet activateur direct sur plusieurs enzymes 
(Luttge et Clarkson, 1989), par exemple dans les complexes impliques dans les etapes de 
traduction des ARNm ou la synthese de 1* ami don (Luttge et Clarkson, 1989). Enfin, les flux 
de K + entre la cellule et son environnement sont rapides (la conductance membranaire est 
dominee par la conductance potassique) et leur regulation participe au controle du potentiel 
electrique transmembranaire. Ces roles au niveau cellulaire se traduisent, au niveau de la 
plante entiere, par une implication dans de nombreuses fonctions comme le controle des 
echanges gazeux via la regulation de l'ouverture des stomates (MacRobbie, 1998; Assman et 
Shimazaki, 1999), l'elaboration du gradient de potentiel osmotique responsable du flux de 
seve phloemienne entre les organes sources et puits, la neutralisation des acides organiques ou 
inorganiques dans la seve xylemienne, et probablement des processus de signalisation. 

La concentration de K + dans le cytoplasme est maintenue relativement constante, meme 
dans les situations de carence. En revanche, sa concentration dans la vacuole est tres variable 
(Walker et cd 9 1995; Walker et al, 1996). La vacuole joue un role de reserve, permettant 
rhomeostasie du cytoplasme. En fait, la quantite de K + qu'elle contient est generalement plus 
importante que celle du cytoplasme, compte tenu des valeurs relatives des volumes des 
compartiments vacuolaire et cytoplasmique. L' accumulation de K + dans la vacuole participe 
au controle de la pression osmotique et de # la turgescence des cellules (Clarkson et Hanson, 
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1980), ce qui constitue done un role preponderant dans les fonctions connexes comme la 
regulation de 1' elongation cellulaire. 



1.2 L'absorption de K* par les tissus vegetaux : donnees cinetiques et 
thermodynamiques 

L'isotope 42 K + presentant une duree de vie trop breve pour une utilisation commode, les 
caracteristiques cinetiques de V absorption de K + par les tissus ont ete analysees le plus 
souvent a 1'aide du traceur radioactif 86 Rb\ L'analyse de la vitesse initiale d'incorporation du 
traceur en fonction de la concentration fait apparaitre une cinetique complexe qui peut etre 
decrite comme la somme de deux hyperboles ou d'une hyperbole et d'une droite (Epstein et 
al y 1963). Cette observation tres generate, faite initialement par le groupe d'Epstein dans les 
annees 60, a conduit a deux grandes conclusions qui ont ensuite servi de cadre commun aux 
etudes des mecanisrnes responsables des transports membranaires de solutes par les tissus. 
L' allure hyperbolique des cinetiques suggera une analogie avec les reactions enzymatiques 
classiques, decrites par le formalisme developpe par Michaelis et Menten (1913), et le 
franchissement de la membrane par un solute fut desormais interprets comrne le resultat d'une 
interaction avec une proteine "enzyme" de transport, caracterisee par les deux pararnetres K M 
et V^. L'existence de deux hyperboles, ou d'une hyperbole et d'une portion de droite 
(interpretee comme une portion d' hyperbole decrite par un K M tres eleve), conduisit a 
l'hypothese de deux types de transporters se differencial par leur af finite pour le substrat. 
L'analyse des cinetiques de transport de K + conduit, dans ce cadre, a conclure a l'existence 
d'un mecanisme de transport a forte affinite (mecanisme 1 d'Epstein) caracterise par un K M de 
1'ordre de la dizaine de /rniol.l" 1 , et d'un mecanisme a faible affinite (mecanisme 2), avec un 
K M de 1'ordre de la dizaine de mmoLl* 1 (Epstein et al, 1963; Kochian et Lucas, 1982; Kochian 
et Lucas, 1985). Le mecanisme a haute affinite est considere comme responsable de 
l'absorption dans le domaine des faibles concentrations, inferieures a la centaine de fxmol.r 1 . 
Au-dela, le prelevement resulterait de l'activite du mecanisme a faible affinite (qui presente en 
contre-partie une valeur de V max elevee). 

Outre le fait qu'ils presentent des differences d'affinite pour K + , les mecanisrnes 1 et 2 
se distinguent par leur selectivity pour ce cation vis-a-vis des autres cations, et notarnment de 
Na + , ainsi que par leur sensibilite a Ca 2+ , a 1' anion accompagnant K + dans le milieu et a divers 
effecteurs (Rains et Epstein, 1967a; Rains et Epstein, 1967b; Kochian et aL, 1985). Alors que 
l'ajout de NH 4 + dans le milieu se traduit par une inhibition des deux m6canismes (Vale et 
a/., 1987), la presence de Na + ou de TEA (un bloqueur classique des canaux potassiques) 
n'affecte que le mecanisme 2 (Rains et Epstein, 1967b; Kochian et Lucas, 1982; Kochian et 
aZ., 1985). En revanche, le mecanisme 1 est inhibe specifiquement par des reactifs ayant pour 
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cible les groupes sulfhydryl (Kochian et Lucas, 1982; Kochian et al, 1985). Ces specificites 
ont suggere que les deux composantes de V influx de K + correspondaient a des transporteurs de 
nature differente. La sensibilite au TEA a conduit a proposer que les systemes responsables du 
mecanisme 2 etaient des canaux (Kochian et Lucas, 1988). 

Parallelement a ces approches cinetiques, les mesures du potentiel electrique 
transmembranaire et les analyses thermodynamiques ont conduit a distinguer deux types de 
transport de K + en fonction de la concentration de cet ion dans le milieu : un transport actif et 
un transport passif. Lorsque la concentration' de K + dans le milieu est faible, l'influx se fait 
contre le gradient de potentiel electrochimique, et le transport est done actif. Lorsque la 
concentration est elevee, l'influx devient passif. En general, les analyses 
electrophysiologiques conduisent a situer le seuil de concentration en de$a duquel l'influx est 
obligatoirement actif dans la gamme comprise entre la dizaine et la centaine de jrniol.l 1 
(Kochian et Lucas, 1988; Maathuis et Sanders, 1993). II a ete seduisant, pour les auteurs, de 
faire se correspondre les differents types de transports reveles par les approches cinetiques et 
thermodynamiques, et d'associer le mecanisme 1 au transport actif, {i.e. d'imaginer 
implicitement ou explicitement un support moleculaire identique), et le mecanisme 2 au 
transport passif (revue : Kochian et Lucas, 1988; Maathuis et Sanders, 1993). Le 
developpement des connaissances concernant les proteines responsables des transports de K* 
dans la plante conduit maintenant a considerer que cette vision est tres simplificatrice. 



1.3 Des canaux et des transporteurs participent aui transports de K + chez 
les plantes 

L'analyse moleculaire des mecanismes de transport de K + a revele la presence de canaux et de 
transporteurs. La distinction entre canal et transporteur est fondee sur le mecanisme de 
transport. Un canal, apres s'etre "ouvert" a la suite d'un changement conformationnel, permet 
le passage d'un flux d'ions a travers son pore sans qu'aucun de ces ions n'interagisse 
forternent avec un site de liaison (selon le schema enzymatique classique : enzyme + substrat 
— > enzyme-substrat decrit par la loi d'action de masse), et sans que la traversee d'un ion 
n'induise un autre changement conformationnel. Au contraire, un transporteur est defini 
comme une proteine "fixant" son substrat present d'un cote de la membrane (selon un 
processus qui peut etre decrit par la loi d'action de masse), puis transferant ce substrat sur 
1' autre face de la membrane via un changement conformationnel, pour chaque molecule de 
substrat transportee (Stein, 1990). Cette difference de fonctionnement a plusieurs 
consequences. L'absence de changement conformationnel & chaque evenement de transport 
faif que le flux d'ions est nettement plus rapide dans le cas d'un canal que dans celui d'un 
transporteur (respectivement environ 10 6 et 10 3 evenements de transport par seconde et par 
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proteine a saturation (Stein, 1990)). En revanche, en absence de changements 
conformationnels a chaque evenement de transport, le canal ne peut transferer d'energie a 
l'ion transports. Le mode de fonctionnement du transporteur peut permettre un tel transfert et 
done "energiser" le transport contre le gradient de potentiel electrochimique, e'est-a-dire 
autoriser un transport actif. Par contre, les particularites de fonctionnement des transporteurs 
par rapport aux canaux ne se traduisent pas obligatoirement par une plus grande selectivity 
ionique (les canaux peuvent etre plus selectifs que les transporters) ou par une affinite 
superieure (K M inferieur) 1 . 

Les paragraphes suivants presentent un resume des connaissances concernant les 
transporteurs de K + (§ 1.4) et les canaux potassiques (§ 1.5 et 1.6) identifies chez les plantes. 



1.4 Les transporteurs de K + 

Les transporteurs de K + sont a l'heure actuelle classes en deux groupes, KUP (pour K + Uptake) 
et HKT (pour High affinity K + Transporter), dont les caracteristiques sont detaillees ci- 
dessous. 

1.4.1 LafamilleKUP 

Les membres de cette famille sont apparentes a des transporteurs initialement identifies chez 
la bacterie E. coli (Kup, Kdp; Hesse et ah, 1984; Schleyer et Bakker, 1993) et la levure 
5. occidentalis (SoHAK; Banuelos et ah, 1995). lis presentent tous 12 segments 
transmembranaires, avec certaines regions bien conservees. Les premiers transporteurs de ce 
type identifies chez les plantes ont ete clones chez Torge. Des experiences de RT-PCR, 
menees avec des amorces correspondant a ces regions conservees sur des ARN de racines 
d'orge, ont abouti au clonage de deux transporteurs : HvHAKl et HvHAK2. Ces proteines 
presentent des similarites (environ 25% de residus identiques) avec les transporteurs Kup et 
SoHAK (Santa-Maria et al., 1997). 



1 De plus, en absence d' interaction forte du canal avec l'ion transport^, la loi d' action de masse ne peut 
etre utilisee pour rendre compte de la complexit6 de l'interaction. La description du processus de transport jpar le 
formalisme de Mich aelis-Men ten, conduisant a la definition du K M , ne peut done avoir qu'un interet 
op6rationnel. II faut aussi noter, dans le cas d'un canal comme dans celui d'un transporteur, que Failure 
hyperboliqtie de la cindtique de transport t6moigne de la saturation d'un processus impliqu6 dans le transport 
lorsque la concentration du solute* augmente, mais ne permet pas d'affirrner que cette saturation concerne le site 
de fixation du substrat. En effet, on peut imaginer par exemple que V augmentation du flux avec la concentration 
se traduit par une variation de la polarisation 61ectrique de la membrane, dimirTuant progressivement le gradient 
de potentiel electrochimique responsable du flux, jusqu'a Tannuler. Autrement dit, la signification du parametre 
K M n'est pas univoque. II peut done etre trompeur de comparer, a travers ce parametre, des. transporteurs 
caract6ris6s in situ chez differents organismes ou en systeme h6t6rologue. 
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Des ADNc &' Arabidopsis ont ensuite ete clones in silico, sur la base de sirnilarites de 
sequence avec les genes HvHAK (Quintero et Blatt, 1997; Kim et ah, 1998), ou par 
complementation fonctionnelle de mutants de levure (Fu et Luan, 1998). lis ont ete nornmes 
AtKUP (parfois AtKT), et presentent de fortes sirnilarites avec les proteines HvHAK d'orge. 
Les genes AtKUP sont au nombre de 1 1 chez Arabidopsis a l'heure actuelle, et un orthologue 
d'AtKUP4 a ete identifie chez le riz. 

L' accumulation des ARNm AtKUP 1 dans la plante (Arabidopsis) depend des conditions 
environnementales (en particulier de la concentration de K + et du pH de la solution nutritive), 
mais les donnees dans ce domaine sont contradictoires (Quintero et Blatt, 1997; Fu et Luan, 
1998; Kim et al, 1998). L'expression & AtKUP 1 provoque une augmentation du flux de 86 Rb + 
chez la levure S. cerevisiae (Fu et Luan, 1998), E. coli et les cellules d' Arabidopsis en culture 
(Kim et al 9 1998). Le transport est inhibe par la presence de Na + dans le milieu (Quintero et 
Blatt, 1997). La relation entre la vitesse du transport de K + (trace par 86 Rb + ) et la concentration 
exterieure de cet ion est complexe. L' allure biphasique de la cinetique, avec une coniposante 
hyperbolique dans le domaine des faibles concentrations et une seconde composante dans le 
domaine des fortes concentrations, a ete interpretee comme la traduction de deux modes de 
fonctionnement possible du transporteur, le premier avec un K M estime a 22 /xmol.l 1 dans les 
cellules d' Arabidopsis en culture (Kim et ah, 1998) et a 44 /xmol.l 1 dans la levure (Fu et Luan, 
1998) (voir la note, page precedente), et le second avec un K M de 11 mmol.l" 1 (dans la levure; 
Fu et Luan, 1998). Autrement dit, les caracteristiques d'AtKUPl pourraient, a elles seules, 
rendre compte de la cinetique biphasique du transport de K + par les tissus vegetaux, analysee 
selon le modele d'Epstein (1963). 

1,4.2 La famille HKT 

HKT1 est un ADNc de ble qui a ete clone par complementation fonctionnelle d'une souche de 
levure mutante, deficiente pour le transport de K + (Schachtman et Schroeder, 1994). La 
sequence proteique d'HKTl rappelle celle de TRK1, un transporteur clone chez S. cerevisiae* 
avec environ 19 % d'identite dans certains des 10 ou 12 segments transmembranaires 
potentiels. 

L'expression de HKT1 dans Fovocyte de xenope provoque un courant entrant en 
presence de K\ mais aussi d'autres cations. L'intensite de ce courant augmente avec la 
diminution du pH exterieur. Cela a initialement conduit a Thypothese d'un fonctionnement de 
type symport FT:K + (Schachtman et Schroeder, 1994). Des analyses ulterieures ont revele une 
sensibilite du transport a la presence de Na + dans le milieu, qui a ete prise comme Tindice 
d'un symport Na + :K\ II semblerait que ce systeme fonctionne comme un symport Na*:K* a 
forte affinite pour K + (ca. 10 ixM) lorsque la concentration externe de Na + est faible (< 1 mM), 
et comme un transporteur de Na + a faible affinit6 (K M voisin de 5 mM) lorsque la 
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concentration de cet ion est plus elevee, le transport de K + etant alors bloque (Rubio et aL, 
1995;Gassmann6tf a/., 1996). 

Un orthologue du gene HKT1 a ete identifie chez Arabidopsis (Uozomi et aL, 2000). Le 
polypeptide code par ce gene (AtHKTl) presente 41» % d'identite avec HKT1. II est exprime 
majoritairement dans les racines. Ses caracteristiques fonctionnelles different de celles de 
HKT1. II se comporte en systeme heterologue comme un transporteur selectif de Na\ peu 
affecte par la presence de K\ II est insensible a 1' acidification du milieu exterieur. II ne 
cornplemente pas des levures S. cereviside deficientes pour le transport de K\ mais 
cornplemente des bacteries presentant le meme type de deficience. La complementation chez 
E. coli ne traduit cependant pas une forte augmentation de 1' influx de K + : la vitesse du 
transport n'est augmentee que d'un facteur 2 environ. Dans ce contexte, il a ete suggere que 
l'activite de transport de K + ne serait pas la fonction essentielle de AtHKTl (Uozomi et aL, 
2000). 



1.5 Les canaux potassiques de type Shaker 

Les premiers canaux potassiques vegetaux de type Shaker ont ete identifies en 1992, chez 
Arabidopsis thaliana (Anderson et aL, 1992; Sentenac et aL, 1992). Des canaux animaux de 
ce type avaient ete identifies 5 ans plus tot, chez la drosophile (Shih et Goldin, 1987). 

1.5.1 Les canaux Shaker animaux 

Le clonage du premier canal potassique animal a ete realise grace a l'etude des mutants Shaker 
de drosophile. Ces mutants, soumis a une anesthesie, presentent des mouvements saccades des 
ailes, des pattes et de Tabdomen (Kaplan et Trout, 1969). Le gene mute a l'origine de ce 
phenotype a ete identifie par marche sur le chromosome (Papazian et aL, 1987). L'analyse de 
la sequence polypeptidique correspondante re vela des similarites de structure et de sequence 
avec des canaux sodiques et calciques animaux precedemment clones. Des experiences 
d' expression dans Tovocyte de xenope permirent rapidement de mettre en evidence une 
activite de type canal potassique rectifiant sortant 1 , regulee par le voltage et activee par la 
depolarisation. 



1 Le qualificatif rectifiant signifie que le canal ne laisse passer le courant {le. le flux d'ions) que dans un 
sens (par analogie avec le terme de rectification employ^ pour d6crire l'effet d'une diode sur la circulation du 
courant dans un circuit electrique). Un canal potassique rectifiant entrant est un canal qui favorise le passage des 
ions dans le sens de Tentree dans la cellule. Differents mecanismes peuvent etre a Torigine de la "rectification" 
du canal. Par exemple, il existe des canaux potassiques de type rectifiant entrant dont la rectification provient 
d ? un blocage du pore par Mg 2+ . Lorsque le pore d'un canal de ce type est ouvert, il autorise un influx de K + si le 
gradient de potentiel electrochimique de cet ion est en faveur de l'influx. Si ce gradient est en faveur de la sortie 
de K + , un efflux est observe pendant un tres bref instant, jusqu'a ce qu'un ion Mg 2+ du cytoplasme s'introduise 
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Le polypeptide Shaker presente un domaine hydrophobe caracteristique, constitue de 6 
segments transmembranaires, appeles SI a S6, les extremites N- et C-terminales etant 
cytoplasmiques (Shih et Goldin, 1997). Parmi ces segments, S4 presente des residus charges 
positivement (R ou K), espaces regulierernent. Cette propriete lui confere le role de senseur de 
potentiel du canal (Papazian et a/., 1991). De fa<jon simplifiee, un deplacement de S4 dans le 
sens perpendiculaire au plan de la membrane, en reponse a une variation de potentiel 
electrique transrnembranaire, provoque le changement conformationnel a l'origine de 
Touverture du canal. Le polypeptide Shaker presente un autre domaine remarquable, sitae 
entre S5 et S6 et appele P, pour pore. Ce domaine est partiellement membranaire. II tres 
conserve parmi les divers canaux et especes. II forme le pore du canal, controlant ainsi la 
permeation des ions et la selectivite ionique. Le canal Shaker est fonctionnel sous forme 
tetramerique. Quatre sous-unites s'assemblent dans la membrane, de telle sorte que les 4 
segments P soient contigus et forment un pore fonctionnel. 

Le criblage a basse stringence de banques d'ADN de drosophile, a Faide de sondes 
correspondant au gene Shaker, a rapidement conduit au clonage de 3 genes apparentes, 
appeles Shed, Shab et Shaw (Butler et al, 1989). Les proteines correspondantes sont dotees 
globalement des memes caracteristiques que le canal Shaker. Avec la proteine Shaker, elles 
definissent 4 sous-families de canaux potassiques animaux de type Shaker. Les criblages 
heterologues de banques realises avec les sondes correspondantes ont permis d'identifier de 
nombreux canaux de type Shaker chez les mammiferes (Rudy, 1988). On distingue 
actuellement 9 sous-families, appelees dans une nouvelle nomenclature Kvl a Kv9 (K pour 
K\ et v pour indiquer que les canaux de ce type sont regules par le voltage), au sein de la 
famille Shaker (Kvl correspond a la sous-famille Shaker sensu stricto). 

1.5.2 Les canaux Shaker Arabidopsis 
Clonage des canaux 

Les premiers canaux potassiques de plantes ont ete decouverts en 1992. Les ADNc 
correspondants ont ete clones par criblage fonctionnel dans la levure : des banques d'ADNc 
d 3 Arabidopsis ont ete utilisees pour complementer une souche de levure 5. cerevisiae 
deficiente pour l'absorption du potassium. Deux clones ont ete ainsi identifies : KAT1 (pour K + 
Arabidopsis Transporter) et AKT1 (pour Arabidopsis K + Transport system) (Anderson et al, 



dans le pore et le bloque. Autrement dit, ce type de "rectification" n'est pas le r£sultat d'une propri&e 
intrinseque de la proline mais resulte d'un blocage du flux sortant par les ions Mg 2 ^ cytoplasmiques (en absence 
de Mg 2 \ il n'y a plus de rectification). Un autre m6canisme de rectification est la sensibility au voltage : le canal 
s'ouvre en reponse ^ une variation du potentiel electrique transmembranairS (qui provoque un changement 
corTformationnel du canal). Cette sensibility au voltage fait que le canal est ouvert dans une gamme de potentiels 
qui determine le sens du gradient transrnembranaire de potentiel 61ectrochimique de K + , et done le sens du flux a 
travers le canal. 
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Figure 1.1 : les types de canaux potassiques clones chez Arabidopsis. 

Trois families de canaux presentant des homologies avec les canaux potassiques animaux ont ete 
identifies chez Arabidopsis. 

La famille des canaux Shaker vegetaux comporte 9 proteines. Ces canaux presenters six 
segments transmembranaires (SI a S6), le domaine P etant situe entre S5 et S6. La longue partie 
C-terminale est constitute du domaine de jonction, puis du domaine de liaison des nucleotides 
cycliques. Le domaine ankyrine n'est pas present chez tous les canaux : KAT1, KAT2 et AtKCl 
en sont depourvus. Enfin, le domaine K^, a Textremite C-terminale, est riche en acides amines 
acides et hydrophobes. 

La famille KCO regroupe des proteines presentant des homologies avec les canaux animaux de 
type TWIK. Ces canaux possedent 4 segments transmembranaires et deux domaines P impliques 
dans la formation du pore. Le canal KC03 est particulier : il presente des homologies avec les 
canaux Kir, et ne possede que deux domaines transmembranaires et un seul domaine P. 
Les canaux de la famille cNGC sont des canaux r6gules par les nucleotides cycliques comme les 
canaux Shaker, et sont capables de fixer la calmoduline. lis possedent 6 segments 
transmembranaires et un domaine P. Leur domaine cytoplasmique contient un domaine de liaison 
des nucleotides cycliques, et un domaine de fixation de la calmoduline. Ces canaux ne sont 
probablement pas sptcifiques de K + (pas de GYGD dans le pore). 
Pour toutes les families, se rapporter au texte pour les details. 



Le polypeptide Shaker presente un domaine hydrophobe caracteristique, constitue de 6 
segments transmembranaires, appeles SI a S6, les extremites N- et C-terminales etant 
cytoplasmiques (Shih et Goldin, 1997). Parmi ces segments, S4 presente des residus charges 
positivement (R ou K), espaces regulierement. Cette propriete lui confere le role de senseur de 
potentiel du canal (Papazian et ai, 1991). De fagon simplifiee, un deplacement de S4 dans le 
sens perpendiculaire au plan de la membrane, en reponse a une variation de potentiel 
electrique transmembranaire, provoque le changement conformationnel a l'origine de 
rouverture du canal. Le polypeptide Shaker presente un autre domaine remarquable, situe 
entre S5 et S6 et appele P, pour pore. Ce domaine est partiellement membranaire. II tres 
conserve parmi les divers canaux et especes. II forme le pore du canal, controlant ainsi la 
permeation des ions et la selectivity ionique. Le canal Shaker est fonctionnel sous forme 
tetramerique. Quatre sous-unites s'assemblent dans la membrane, de telle sorte que les 4 
segments P soient contigus et forment un pore fonctionnel. 

Le criblage a basse stringence de banques d'ADN de drosophile, a l'aide de sondes 
correspondant au gene Shaker, a rapidement conduit au clonage de 3 genes apparentes, 
appeles Shal, Shab et Shaw (Butler et al, 1989). Les proteines correspondantes sont dotees 
globalement des memes caracteristiques que le canal Shaker. Avec la proteine Shaker, elles 
definissent 4 sous-families de canaux potassiques animaux de type Shaker. Les criblages 
heterologues de banques realises avec les sondes correspondantes ont permis d'identifier de 
nombreux canaux de type Shaker chez les mammiferes (Rudy, 1988). On distingue 
actuellement 9 sous-families, appelees dans une nouvelle nomenclature Kvl a Kv9 (K pour 
K + , et v pour indiquer que les canaux de ce type sont regules par le voltage), au sein de la 
famille Shaker (Kvl correspond a la sous-famille Shaker sensu strictd). 

1.5.2 Les canaux Shaker i¥ Arabidopsis 
Clonage des canaux 

Les premiers canaux potassiques de plantes ont ete decouverts en 1992. Les ADNc 
correspondants ont ete clones par criblage fonctionnel dans la levure : des banques d'ADNc 
6" Arabidopsis ont ete utilisees pour complementer une souche de levure S. cerevisiae 
deficiente pour Tabsorption du potassium. Deux clones ont ete ainsi identifies : KAT1 (pour K + 
Arabidopsis Transporter) et AKT1 (pour Arabidopsis K + Transport system) (Anderson et a/., 



dans le pore et le bloque. Autrement dit, ce type de "rectification" n'est pas le r6sultat d'une propri6te 
intrinseque de la proline mais resulte d'un blocage du flux sortant par les ions Mg 2+ cytoplasmiques (en absence 
de Mg 2 \ il n'y a plus de rectification). Un autre m£canisme de rectification est la sensibility au voltage : le canal 
s'ouvre en reponse -a une variation du potentiel electrique transmembranaire (qui provoque un changement 
conformationnel du canal). Cette sensibilit6 au voltage fait que le canal est ouvert dans une gamme de potentiels 
qui determine le sens du gradient transmembranaire de potentiel 61ectrochimique de K + , et done le sens du flux a 
travers le canal. 
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Figure 1.2 : schema recapitulatif de la localisation de l'expression et des proprietes fonctionnelles 
des canaux K + d'Arabidopsis. K + est absorbe par la racine grace au canal entrant AKT1. Compte 
tenu de sa localisation, AtKCl pourrait aussi intervenir dans ce processus. K + est ensuite secrete 
dans l'apoplasme stelaire a travers le canal sortant SKOR. II est alors dirige vers les feuilles par le 
flux de seve xylemienne. Decharge dans l'apoplasme foliaire, il est soit absorbe par les cellules du 
mesophylle ou de l'epiderme, soit redirige vers d'autres organes via le flux de seve phloemienne. Sa 
decharge dans les tissus phloemiens ferait intervenir le canal AKT2. KAT2 pourrait egalement 
participer a cette fonction. Au niveau de la tige, le canal AKT2 interviendrait dans les echanges de 
K + entre le xyleme et le phloeme, tandis que dans les organes puits (racines) il permettrait la 
decharge du phloeme en R*\ L'ouverture du stomate serait permise par l'intervention des canaux 
entrants KAT1 et KAT2, et la fermeture du stomate mettrait en jeu Touverture du canal sortant 
SKOR2. Le canal entrant AKT5 semble implique dans la germination du grain de pollen. Le role 
des canaux AKT6 dans les organes reproducteurs et AtKCl dans les trichomes est encore inconnu 
(d'apres Pilot, 1999; details et references : voir le texte). 



1992; Sentenac et al, 1992). L'analyse des sequences proteiques correspondantes revele un 
pourcentage d'identite significatif avec la sequence du canal Shaker. Le profil 
d'hydrophobicite des polypeptides AKT1 et KAT1 suggere qu'ils possedent eux aussi le 
domaine hydrophobe caracteristique des canaux anjmaux de la faniille Shaker, avec ses 6 
segments transmembranaires (figure 1.1). Par analogie, ces segments ont aussi ete nornmes SI 
aS6. 

KAT1 et AKT1 ont ete exprimes dans des systemes heterologues se pretant aux 
analyses fonctionnelles electrophysiologiques. Ce sont des canaux de type rectifiant entrant, 
regules par le voltage, et actives par Fhyperpolarisation (KAT1 : Schachtman et al, 1992; 
Caoetal, 1995;Hedriche/a/., 1995; Hoshi^a/., 1995; AKT1 : Gaymard a/. , 1996). 

Le profil d'expression de KAT1 et AKT1 a ete analyse par northern blot et via 
l'utilisation du gene rapporteur GUS. L'expression de KAT1 est detectee essentiellement dans 
les cellules de garde (figure 1.2; Nakamura et al, 1995). AKT1 est exprime dans les tissus 
peripheriques de la racine mature (epiderme et cortex) (figure 1.2) ainsi que dans les 
hydathodes (structure foliaire impliquee dans le processus de gutation) et dans les stipules 
(Basset et al, 1995; Lagarde et al, 1996; Pilot, 1999). 

Des criblages a basse stringence de banques d'ADNc ont permis d'identifier d'autres 
membres de la famille Shaker chez Arabidopsis, correspondant aux canaux KAT2 (Butt et al, 
1997), AtKCl (Sallbach; sequence egalement disponible dans les banques sous le nom 
d'AKT4 [AC n°Z83202]), et AKT2/3 (Cao et aZ.,1995; Ketchum et Slayman, 1996). AKT2 et 
AKT3 correspondent au meme gene, mais ils different par les sites d'initiation de la 
transcription et de la traduction retenus par les auteurs. II y s€?ra fait reference par le nom 
d'AKT2 dans la suite de ce chapitre. Les sequences primaires des polypeptides KAT2 et 
KAT1 (Pilot, 1999) sont tres similaires et les deux canaux sont dotes de caracteristiques 
fonctionnelles proches (Lacombe, 2000). Comme KAT1, KAT2 est exprime dans la cellule de 
garde (Pilot, 1999) (figure 1.2). Le canal AKT2 presente une faible rectification entrante. II est 
exprime dans les tissus phloemiens, a la fois dans les organes sources et dans les organes puits 
(figure 1.2). En relation avec ce profil d'expression et sa faible rectification, AKT2 pourrait 
etre implique a la fois dans la charge et dans la decharge du phloeme en K + (Lacombe et al, 
2000). Les caracteristiques fonctionnelles d' AtKCl n'ont pas pu etre determinees. Son profil 
d'expression est proche de celui d'AKTl : hydathodes, trichomes, stipules, cellules de 
Tepiderme et du cortex racinaire (Pilot, 1999) (figure 1.2). 

Les ADNc des autres canaux d'Arabidopsis connus a ce jour ont ete clones in silico. 
L'ADNc codant le canal SKOR a ete identifie par le programme de sequen?age systematique 
d'EST. SKOR est un canal a rectification sortante, exprime dans le pericycle et le parenchyme 
vasculaire racinaire (figure 1.2). La caracterisation d'un mutant knock-out pour ce canal a 
revele un role dans la secretion de K + dans la seve xylemienne (Gaymard et al, 1998). Le 

14 




Figure 1.3 : structure t6tram6rique des canaux de type Shaker. 

A. Vue en coupe transversale de l'organisation tetramerique proposee pour les canaux Shaker. 
Les six segments transmembranaires sont inseres dans la membrane de fagon a ce que les 4 
segments P soient contigus au centre de la structure et forment le pore a travers lequel passent 
les ions K + . 

B. Implantation des 6 segments transmembranaires d'un monomere dans la membrane et 
disposition de la partie C-terminale sous-jacente. 



sequerujage du genome d' Arabidopsis a revele la presence de trois autres genes, appeles 
AKT5 (AC006053), AKT6 (AL034567), tous deux tres ressemblants a AKT1, et SKOR2 
(AB025630), similaire a SKOR et possedant lui aussi une rectification sortante (Benoit 
Laconibe, resultats non publies). A ce jour, nous ne disposons que de peu de donnees sur ces 
canaux (localisation de l'expression : Cf. figure 1.2). 

La majorite des genes codant les canaux precedemment cites sont maintenant sequences 
dans le cadre du programme de sequenfage du genome d' Arabidopsis. Les genes codant les 
canaux AKT1 (Basset et a/., 1995), AKT2 (Cao et al 7 1995; Ketchum et Slayman, 1996), 
SKOR (Gayruard et a/., 1998), et KAT1 (Nakamura et a/., 1995) avaient auparavant ete 
sequences apres leur clonage a partir de banques d'ADN genomique. 

En conclusion, les canaux de type Shaker sont au nombre de 9 chez Arabidopsis a 
Theure actuelle. Le genome etant presque entierement sequence, la probability de decouvrir 
un autre membre dans cette famille est faible, et Ton peut considerer que la famille est 
probablement complete. 

Structure proteique 

Les canaux de type Shaker sont fonctionnels lorsque 4 monomeres sont assembles (figure 
1.3), menageant un pore au centre des 4 sous-unites. En systeme heterologue, 1' assemblage 
peut associer 4 sous-unites identiques (homotetramerisation) ou differentes 
(heterotetramerisation) (Dreyer et aL, 1997). 

Les analyses de sequence conduisent a distinguer six grandes regions, appelees ci- 
dessous Rl a R6, dans les canaux Shaker vegetaux (figure 1.1). 

La region N-terminale, ou Rl, est la partie cytoplasmique precedant le premier segment 
transmembranaire (SI). Cette region est relativement peu conservee entre les differents 
canaux, et sa longueur est tres variable (de 16 a 91 residus). 

La region transmembranaire (R2), constitue le coeur hydrophobe du canal. Elle 
comporte les 6 segments transmembranaires et le domaine P entre S5 et S6, caracteristiques 
des canaux Shaker. S4, le senseur de voltage, possede en particulier 7 residus basiques (H, R, 
K), et deux residus acides (D, E), conserves chez les 9 canaux (figure 1.4). Les sequences de 
R2 les plus conservees sont celles des segments P et S6. En particulier, tous les segments P 
des canaux Shaker identifies a ce jour comportent le motif GYGD, qui constitue la "signature" 
la plus caracteristique des canaux selectifs de K* (figure 1.4). La longueur du domaine R2 est 
relativement conservee, comprise entre 232 et 242 residus. Les differences entre les canaux se 
situent principalement dans les boucles separant les segments transmembranaires. 

La region suivante est appelee domaine de jonction, ou R3. Des tests en double-hybride 
dans la levure suggerent une interaction de ce domaine avec l'extremite C-terminale du 
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Figure 1.4 : alignement des sequences proteiques des canaux potassiques 
d'Arabidopsis (AKT1, AKT2, AKT5, AKT6, AtKCl, SKOR, SKOR2, KAT1, 
KAT2) et de vigne (SOR et SIRK). Les sequences sont alignees region par region. 
Rl : region N-terminale. R2 : domaine transmembranaire. R3 : domaine de jonction. 
R4 : domaine potentiel de fixation des nucleotides cycliques. R5 : domaine variable. 
R6 : domaine Kha- La position des segments transmembranaires de la region R2 est 
indiquee par un trait au-dessus des alignements. Elle a 6t6 determinee en utilisant un 
programme de prediction de ces structures a partir de la sequence primaire des 
proteines. La sequence de la proteine CAP d'Kcoli a ete alignee en-dessous des 
sequences de la region R4. La sequence du motif ankyrine (Anky; Lux et al, 1990) a 
ete alignee au-dessous des sequences de la region R5. Les nombres a gauche et a 
droite des alignements indiquertt la position de l'acide amine en regard dans la 
sequence polypeptidique. Les residus identiques sont ecrits sur fond noir. Les acides 
amines appartenant au meme groupe de substitution conservative sont indiqutSs sur 
fond gris clair. Les 7 groupes de substitution sont : 1: K et R; 2 : D et E; 3 : N et Q; 
4 : A et G; 5 : S et T; 6 : I, M, L et'V; 7 : F, W et Y. Les tirets correspondent a des 
decalages introduits pour maximiser les alignements. La position relative des introns 
IjAi.dans les genes codant ces prolines est indiquee par un trait vertical et un numero 
place au-dessus des alignements. 



polypeptide (Daram et aL, 1997). Cette interaction participerait au processus de 
tetramerisation. 

La region R4 correspond a un domaine potentiel de fixation de nucleotides cycliques 
("NMPc"). Elle presente environ 30 % d'identite avec le domaine de fixation de l'AMPc de la 
proteine CAP d'E. coli ou des sous-unites regulatrices de proteines kinases (figure 1.4). Elle 
presente 25 % d'identite avec le domaine de fixation des nucleotides cycliques des canaux 
cationiques animaux regules par la GMPc. Les analyses elec trophy si ologiques des canaux 
AKT1 et KAT1 ont suggere une regulation de leur activite par la GMPc (Hoshi, 1995; 
Gaymard et al, 1996). Cependant, nous ne disposons d'aucune donnee directe prouvant 
Texistence d'une interaction entre la GMPc et le site potentiel de fixation de nucleotides 
cycliques. 

La region R5 separe R4 de la sequence C-terminale. C'est la region la plus variable, en 
taille et en sequence. En effet, chez les canaux AKT1, AKT2, AKT5, AKT6, SKOR et 
SKOR2, cette region correspond a un domaine ankyrine. Ce domaine est defini par la 
repetition en tandem d'un motif de 33 acides amines apparente au motif ankyrine : 
GTPLH-AA-GH — (V/A)--LL--GA--(N/D) — (Lux et al y 1990). Les domaines de type 
ankyrine sont supposes intervenir dans les interactions proteine-proteine (Hoffman, 1991), 
notamment celles impliquant les proteines du cytosquelette. AKT2 comporte 5 repetitions 
distinguables du motif ankyrine, et le debut d'une sixieme (figure 1.4). Les autres canaux 
mentionnes ci-dessus contiennent 6 repetitions completes. Les trois autres canaux : KAT1, 
KAT2 et AtKCl, sont depourvus de domaine ankyrine. Leur sequence dans cette partie de la 
proteine ne presente pas de similarity avec des proteines connues et ne constitue pas un 
domaine structural clairement identifiable. KAT1 et KAT2 partagent toutefois 2 motifs 
relativement conserves (EWRDSRK[S/D]GYG et PYCSS[S]N[I]QI) mais n'occupant pas la 
meme position (figure 1.4). Ces differences dans la sequence de la region R5 se traduisent 
done par des longueurs tres variables, de 77 residus dans AtKCl a pres de 300 residus dans 
AKT1, AKT5 ou AKT6. 

La derniere region, R6, est l'extremite C-terminale, appelee domaine K HA . Les 
similarites de sequence sont importantes dans ce domaine, ce qui est surprenant par rapport 
aux divergences observees dans le domaine precedent (figure 1.4). Le terme de K HA est du a la 
richesse en residus hydrophobes et acides de cette region (Ehrhardt et aL, 1997). Des 
experiences en double-hybride chez la levure suggerent que le domaine interagit avec le 
domaine de jonction et R3, lors de la tetramerisation du canal (Daram et al, 1997). Par 
ailleurs, Tanalyse de la fluorescence emise par des cellules d'insecte SJ9 exprimant une 
proteine chimerique "canal-GFP" suggere que le domaine serait implique dans un 
phenomene de regroupement ("clustering") des canaux sur la Aiembrane (Ehrhardt et al, 
1997). 
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Les relations phylogeniques existant entre les canaux d' Arabidopsis sont representees 
sur la figure 1.5. Trois groupes sont nettement distincts. Le premier comprend les canaux 
AKT1, AKT5 et AKT6 (groupe AKT ou I). Le second groupe comprend KAT1 et KAT2 
(groupe KAT ou II), et le troisieme les canaux SKOR et SKOR2 (groupe SKOR ou V). AKT2 
et AtKCl n'appartiennent a aucun groupe et ne peuvent se regrouper. Sur la base des 
connaissances actuelles, les canaux d'un meme groupe possedent des caracteristiques 
electrophysiologiques proches. Les canaux des groupes AKT (I) et KAT (II) sont de type 
fortement rectifiant entrant. Les canaux du groupe SKOR (V) sont dotes d'une rectification 
sortante. AKT2, dote d'une faible rectification entrante, est localise sur Tarbre phylogenique 
presente, a mi-distance entre les canaux entrants AKT et KAT et les canaux sortants (SKOR). 

Structures geniques 

Les genes codant les canaux potassiques presentent des similarites structurales. Une dizaine 
d'introns interrompt les sequences codantes : de 8 pour KAT1 a 12 pour AtKCl. Les differents 
genes ne possedent pas tous la meme structure intronique, mais en general, pour une position 
d'intron donnee, plusieurs genes possedent l'intron correspondant. Les structures geniques des 
canaux semblent d'autant plus similaires que les canaux sont proches dans Parbre 
phylogenique presente sur la figure 1.5. De fait, un arbre construit sur la base de la position 
des introns (Pilot, 1999) est presque identique a l'arbre construit a partir des sequences 
proteiques (figure 1.5). Une autre caracteristique des genes des canaux potassiques est le fait 
que, pour une position d'intron donnee, le site d'insertion de l'intron par rapport au codon est 
tres conserve. Par contre, chaque intron de chaque gene possede une longueur qui lui est 
propre. Elle est en general inferieure a 200 pb, ce qui correspond a une longueur normale chez 
Arabidopsis (Hawkins, 1988; Brown et al 1996). II faut noter cependant que le premier intron 
possede une longueur inhabituellement grande dans le cas de certains canaux : 1 kpb chez 
AKT1, 0.6 kpb chez SKOR, et 0.5 kpb chez AKT6. 

1.5.3 Les autres canaux Shaker vegetaux 

Des canaux de type Shaker ont ete clones chez plusieurs autres vegetaux. lis presentent de 
fortes ,similarites de sequence avec les canaux d' Arabidopsis. Deux canaux ont ete identifies 
chez la pomme de terre : KST1 et SKT1, qui pourraient etre respectivement les orthologues de 
KAT1 et AKT1. Comme KAT1, KST1 est exprime dans les cellules de garde, et ses 
caracteristiques fonctionnelles, tres proches de celles de KAT1, sont identiques a celles du 
canal rectifiant entrant caract6rise sur la membrane de la cellule de garde de pomme de terre 
(Miiller-Rober et al, 1995). Le canal SKT1 est exprime dans Tepiderme des feuilles, les 
cellules de garde-et les racines, ce qui est relativement proche du'profil d'expression d'AKTl. 
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Ses caracteristiques fonctionnelles sont egalement tres semblables a celles d'AKTl : SKT1 est 
un canal de type rectifiant entrant (Zimmerman et al, 1998; Hartje et al, 2000). 

A ce jour, 4 canaux potassiques ont ete identifies chez le mai's. ZmKl (apparente a 
AKT1) est exprime dans tout le coleoptile, et semble intervenir dans le prelevement de K + par 
les cellules de cet organe, permettant l'augmentation de la pression de turgescence et la 
croissance (Phillipar et al, 1999). Un deuxieme canal, ZmK2, presente le plus de 
ressemblance avec AKT2. II est exprime dans, les tissus vasculaires du coleoptile (Phillipar et 
al, 1999). Les deux autres canaux ont ete clones au laboratoire : ZmKTl et ZmSKOR. 
ZmKATl est code par un paralogue de KAT1 (Yan-Hua, communication personnelle), et 
ZmSKOR (Alcon, communication personnelle) est un canal sortant, exprime dans la stele 
racinaire, comme SKOR chez Arabidopsis. 

Un paralogue de RATI a ete identifie chez le riz (OsKATl, n° d'accession AP002092). 
La carotte possede un paralogue d'AtKCl (KDC1, AJ249962, Downey et al, 2000). Un 
paralogue d'AKT2 est present chez le tabac (NpKTl, BAA84085) et chez Vicia faba (VfKl, 
T12177). Des paralogues d'AKTl ont ete recemment clones chez le ble (TaAKTl, AF207745), 
Mesembryanthernum crystallinum (MnKTl, AF267753), la tomate (LKT1, Hartje et al, 2000) 
et Egeria densa (EdKCl, AJ225805). Enfin, deux representants des canaux Shaker de vigne, 
SOR et SIRK, ont ete clones au cours du travail presente dans cette these. 

L'arbre phylogenique construit a partir des sequences proteiques de tous les canaux de 
type Shaker vegetaux (figure 1.6) montre que les 5 groupes determines chez Arabidopsis se 
retrouvent a l'identique lorsque Ton prend en compte toutes les especes. Gela suggere que les 
canaux potassiques sont des proteines ancienneS, dont 1' existence et la repartition ont ete 
fixees avant la separation des monocotyledones et des dicotyledones. 



1.6 Les autres canaux potassiques vegetaux 

Quelques annees apres l'identification de la farnille Shaker chez Arabidopsis, trois autres 
families de canaux potassiques ont ete identifiees par le sequen?age systematique du genome 
de cette plante. Ces nouvelles families sont appelees KCOl, KC03 et cNGC. Chacune de ces 
families est caracterisee par une structure rappelant celle d'une farnille de canaux animaux. 
Les 3 families de canaux animaux correspondantes sont appelees TWIK, Kir et cNGC. 

1.6.1 Les families KCOl et KC03 

Le premier membre de la farnille KCO a ete clone en 1997 chez Arabidopsis (Czempinski et 
al, 1997). Le canal KCOl presente des similarites de sequence avec les canaux animaux de la 
farnille TWIK (Lesage et al, 1996) ef possede la meme structure : quatre segments 
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transmembranaires, appeles Ml a M4, et deux domaines P, appeles PI et P2, impliques dans 
la formation du pore, et s'intercalant entre Ml et M2 et entre M3 et M4 respectivement (figure 
1.1). La partie C-terminale de ces proteines comporte 2 mains EF, qui fixent Ca 2+ . KCOl est 
un canal a rectification sortante (c'est le premier canal potassique sortant clone chez les 
vegetaux). Exprime dans des cellules d'insecte, il est active par une augmentation de la 
concentration de Ca 2+ dans le cytoplasme. Quatre paralogues, KC02, 4, 5, et 6 ont ete 
recemment clones (Czempinski et ah, 1999) bu identifies suite au sequenfage systematique du 
genome d'Arabidospis. 

Un canal d'un type different des types Shaker et KCOl, apparente aux canaux animaux 
de la farnille Kir (Jan et Jan, 1997), a ete identifie chez Arabidopsis. II a ete appele pour 
l'instant, de fagon regrettable, KC03 (Czempinski et ah, 1999). Ce canal, comme les canaux 
animaux Kir, ne presente que deux domaines transmembranaires, Ml et M2, encadrant un 
pore (figure 1.1). II s'agit probablement d'un canal peu selectif de K\ car la sequence primaire 
de son pore ne comporte pas la signature (motif GYGD) des canaux selectifs. 

Nous n'avons encore aucune information sur le role des canaux de ces deux families 
dans la plante. 

1.6.2 La famille des cNGC 

Des canaux susceptibles d'etre actives par les nucleotides cycliques (sur la base des sirnilarites 
de structure et de sequence qu'ils presentent avec des canaux cationiques animaux actives par 
les nucleotides cycliques) ont ete clones chez diyerses plantes (orge, tabac, Arabidopsis; 19 
representants chez cette derniere espece). lis comportent 6 segments transmembranaires, avec 
un pore present entre le 5 feme et le 6* me segment, ainsi qu'un domaine de fixation des nucleotides 
cycliques dans la region C-terminale cytoplasmique (figure 1.1). Ce domaine est chevauchant 
avec un site susceptible de fixer la calmoduline, suggerant une interaction directe entre 
nucleotides cycliques et calmoduline dans la regulation de Tactivite du canal. Certains de ces 
canaux semblent pouvoir complementer des levures deficientes pour le transport de K + 
(Kohler et al. y 1998; Leng et al. 9 1999), mais leur pore ne comporte pas la signature des 
canaux selectifs du K + (la sequence GYGD; Cf. les canaux de type Shaker). Les 
caracteristiques de plusieurs de ces canaux ont ete explorees dans l'ovocyte de xenope (Leng 
et al, 1999). II semble qu'ils permettent des influx de plusieurs cations (K\ Ca 2+ ) et qu'ils 
soient done peu selectifs de K\ Le role de ces canaux dans la plante n'est pas encore connu. 
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1.7 Absorption du potassium par la racine 

1.7.1 Le transport dans le domaine des faibles concentrations 

Les caracteristiques cinetiques et electrophysiologiques de l'absorption de K + par la racine ont 
ete essentiellement analysees dans les annees 70 et 80, en prenant le plus souvent des racines 
de graminees (mais, orge) comme modele (voir la revue de Kochian et Lucas, 1988). 
Arabidopsis s'etant imposee comme plante modele, differents groupes ont analyse, dans les 
annees 90, les caracteristiques du prelevement de K + par la racine de cette espece. Les donnees 
obtenues chez cette plante sont, globalement, en accord avec les observations faites chez les 
autres especes. Les mesures de potentiel de membrane realisees par Maathuis et Sanders 
(1993) et Gassman et al (1993) indiquent que l'absorption de K + par les cellules epidermiques 
et corticales de la racine 6! Arabidopsis resulte d'un transport actif lorsque la concentration 
exterieure de K + est inferieure a 0,4 mmol.r 1 environ. Les valeurs de potentiel enregistrees par 
Hirsch et al (1998) sont nettement plus negatives, et situent le seuil de concentration de K + en 
de?a duquel le transport doit etre actif dans la gamine de 10-100 /xmol.l 1 . Chez un mutant 
n'exprimant plus le canal AKT1, le potentiel est encore plus negatif, ce qui autoriserait un 
transport de type passif meme dans la gamme des tres faibles concentrations (inferieures a la 
dizaine de /miol.r 1 ). 

Trois types de transporters pouvant assurer un influx actif de K + ont ete envisages : une 
ATPase pompe d'ions K + , un symport Na + :K + , et un symport £T:K + . De nombreuses approches 
biochimiques ont ete conduites dans le cadre de la premiere hypothese, mais aucune d'entre 
elles n'a apporte d'argument en sa faveur (Gibrat et al, 1990). La seconde hypothese est 
affaiblie par Fobservation que la presence de Na + dans le milieu n'est pas necessaire a 
l'absorption de K + par la racine, mais, au contraire, tend a inhiber cette fonction (Maathuis et 
ah, 1996). Par contre, l'absorption de K + a partir d'une solution contenant de faibles 
concentrations de potassium (autour de 1 jxmol.r 1 ) est etroitement associee a une 
depolarisation de la membrane et a une entree de EF, chez le mais (Kochian et al, 1989) et 
chez Arabidopsis (Maathuis et Sanders, 1994; Maathuis et Sanders, 1997). Les analyses 
quantitatives conduites chez Arabidopsis suggerent que l'absorption du potassium dans la 
gamme des faibles concentrations est couplee a une entree de H\ avec un rapport 
stcechiometrique de 1. Ces dernieres donnees semblent done en faveur de l'hypothese du 
symport ET:K\ Des transporters de type KUP pourraient etre a Torigine de ce transport. 

1.7.2 Le' transport dans le domaine des fortes concentrations 

Kochian et al. (1985) ont montre que la composante de l'absorption du potassium 
correspondant au mecanisme 2 d'Epstein est sensible au TEA, suggerant Intervention de 
canaux potassiques. Des experiences de patch-clamp menees sur des protoplastes de racines 
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de plusieurs especes (maTs, seigle, ble, Arabidopsis) ont revele que des canaux potassiques 
entrants et sortants sont presents sur la membrane plasmique des cellules epidermiques et 
corticales (Gassmann et Schroeder, 1994; Maathuis et Sanders, 1995; Roberts et Tester, 1995; 
White et Lemtiri-Chlieh, 1995). Chez Arabidopsis, deux conductances entrantes, de 5 et 
20 pS, ont ete mises en evidence (la seconde etant plus frequente), ainsi qu'une conductance 
potassique sortante (Maathuis et Sanders, 1995; Maathuis et Sanders, 1997). Les 
caracteristiques electrophysiologiques des deux conductances entrantes sont compatibles avec 
un role dans l'absorption de K + par la racine. Le canal potassique sortant pourrait participer au 
controle de la polarisation de la membrane (repolarisation apres une depolarisation resultant 
de la transduction d'un signal par exemple). 

Chez Arabidopsis, le canal potassique AKT1 (Sentenac et al, 1992) participe 
probablement a la fonction d'absorption de K\ AKT1 est un canal entrant, regule par le 
voltage, et tres selectif de K + (Gaymard et al, 1996). Ses transcrits sont principalement 
detectes dans les racines (Basset et al, 1995; Lagarde et al, 1996). L'analyse de l'expression 
d'un gene chirnerique constitue du promoteur dAKTl fusionne a GUS indique que le gene est 
exprime au niveau des couches epidermique et corticale des regions matures de la racine, 
c'est-a-dire dans les cellules responsables de l'absorption a partir de la solution du sol 
(Lagarde et al, 1996). Une lignee mutante d'Arabidopsis presentant une insertion de TADN-T 
d'Agrobacterium dans le gene AKT1 a ete caracterisee (Hirsch et al, 1998; Spalding et al, 
1999). L'inactivation d'AKTl se traduit par la disparition de la principale conductance 
potassique entrante des cellules corticales de la racine. Au niveau de la plante entiere, cette 
mutation se traduit par un retard de croissance. Ce retard n'apparait cependant que dans des 
conditions particulieres : la concentration de K + dans le milieu de culture doit etre faible 
(inferieure a 1 mmoLl" 1 ), et NH4 + doit etre present a une concentration relativement elevee 
(2 mmoLl" 1 ). Ces observations ont conduit aux deux conclusions suivantes. (1) AKT1 
participerait de fagon consequente au prelevement de K + meme dans le domaine des faibles 
concentrations (les mesures du potentiel de membrane revelant des valeurs tres negatives, 
rendant le gradient de potentiel electrochimique de K + favorable a l'influx). (2) Outre AKT1, 
un second systeme de transport participerait a Tabsorption de K + dans le domaine des faibles 
concentrations. Ce systeme serait capable de pallier completement a l'absence d'expression 
d!AKTl chez le mutant et d'assurer, a lui seul, un influx de K + suffisant aux besoins de 
croissance. Cependant, ce systeme serait tres sensible a la presence de NH4 + dans le milieu. 
Cela expliquerait qu'en presence de NH4 + , il ne compense pas l'inactivation d'AKTl dans la 
lignee mutante (Hirsch et al, 1998; Spalding et al, 1999). 

Le canal AtKCl pourrait egalement etre implique dans l'absorption de K + par la racine. 
Uanalyse du profil d'expression d f une construction chimerique constituee du promoteur 
d'AtKCl fusionne a la sequence GUS introduite dans Arabidopsis indique que ce canal est 
exprime dans les cellules epidermiques et corticales des zones matures des racines et des poils 
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absorbants (Pilot, 1999), comme AKT1. Cependant, AtKCl n'a pu etre caracterise dans aucun 
systeme heterologue (ovocyte de xenope, cellules d'insecte.. .), et il est difficile de lui attribuer 
un role sans connaitre ses proprietes fonctionnelles. II est toutefois important de remarquer 
que le canal de carotte KDC1 (AJ249962, Downey et a/., sous presse) est tres proche d' AtKCl 
d'un point de vue phylogenique (Cf. figure 1.6), et qu'il a tres recemment ete caracterise 
comme un canal entrant (en systemes heterologue et homologue). II est done probable 
quAtKCl soit egalement un canal d'influx. 

1.7.3 Regulation de l'absorption racinaire 

Efjet de la disponibilite du potassium dans le milieu 

Lorsque la disponibilite de K + dans le sol est tres faible, une situation de carence peut 
apparaitre, provoquant une perturbation des flux de seve, une accumulation des photo- 
assimilats dans les feuilles, et rapparition de symptomes de chlorose et de necrose, qui 
resultent de l'augmentation de la production d'ions superoxyde (provoquee par la photo- 
oxydation de l'appareil photosynthetique) (Marschner et al. , 1996). 

La plante a developpe des mecanismes de regulation de l'absorption racinaire lui 
perrnettant de s'adapter aux fluctuations de la disponibilite de K + . Une augmentation de la 
capacite d'absorption de K + en reponse a une faible disponibilite a ete observee chez plusieurs 
especes (Glass et Fernando, 1992). Chez le ble, l'orge et l'ivraie, Tefficacite du transport a 
haute affinite est accrue (Glass et Dunlop, 1978; Kochian et Lucas, 1982; Kochian et Lucas, 
1988). Chez Arabidopsis et le tournesol, ce sont a la fois les transports de haute et de basse 
affinite qui sont stimules (Benlloch et ah, 1989; Maathuis et Sanders, 1995). 

Les processus aboutissant a cette augmentation des capacites d'absorption ont ete 
recherches. II semble d'une part que la concentration cytosolique de K + soit a Torigine d'une 
regulation allosterique sur la capacite d f absorption, par l'intermediaire d'un "feed-back" negatif 
exerce sur les transporters (Glass, 1977). La levee de ce feed-back en situation de carence 
serait en partie a Torigine de l'augmentation de la capacite de transport. D'autre part, 
l'adaptation k la diminution de la disponibilite de K* irnpliquerait une reprogrammation de 
Texpression genique, se traduisant en particulier par Tapparition de nouveaux polypeptides 
mernbranaires (Fernando et al 9 1992; Glass et Fernando, 1992). De plus, des analyses par 
northern blot montrent que les quantites de transcrits HKT1 (Wang et al. y 1998a) et KUP 
(Santa-Maria et a/., 1997; Kim et al, 1998) augmentent en conditions de faible disponibilite 
de K\ Enfin, les analyses par patch-clamp revelent une augmentation de Tactivite de certains 
canaux entrants (Maathuis et Sanders, 1995). Cependant, il faut noter que la quantite de 
transcrits AKT1 n r est pas augmentee en conditions de carence, bien qu'il ait ete demontre que 
ce canal est implique dans Tabsorption racinaire du potassium. De plus, la signification 
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physiologique d'une stimulation de transports passifs en situation de faible disponibilite n'est 
pas claire. Les mecanismes moleculaires responsables de Taugmentation de la capacite de 
transport racinaire en situation de carence potassique demandent done encore a etre precises. 

Signalisation feuilles-racines et contrdle de I 'absorption racinaire 

Un dialogue entre feuilles et racines, permettant l'integration des transports a l'echelle de la 
plante entiere, est implique dans la regulation de l'absorption de K + par les racines. Un 
ralentissement de la croissance des parties aeriennes se traduit en quelques jours par une 
reduction de la vitesse de prelevement de K + au niveau racinaire (Engels et Marschner, 1992). 
A l'inverse, un besoin accru de potassium dans les parties aeriennes provoque une 
augmentation de la capacite d'absorption racinaire et un accroissement de la vitesse de 
transport dans la seve xylemienne (Drew et Saker, 1984). II semble que la quantite de K*" dans 
la seve phloemienne redescendant vers les racines constitue un signal informant les cellules 
racinaires des besoins en potassium des parties aeriennes. La racine modulerait l'absorption du 
cation en fonction de ce signal (Drew et aL, 1984; Cf. § 1.9.2). 



1.8 Transport du potassium dans la seve xylemienne 

Deux voies permettent la migration des ions du milieu vers la stele et la seve xylemienne en 
direction des parties aeriennes : la voie apoplasmique, correspondant au reseau des parois 
squelettiques des cellules, et la voie symplasmique, correspondant au reseau des cytoplasmes 
en communication par les plasmodesmes (Sjolund, 1997; Thompson et Scuhltz, 1999). 
Cependant, en dehors des regions apicales indifferenciees et des zones d'ernergence des 
racines secondaires, la voie apoplasmique est interrompue par la differenciation de 
l'endoderme et les composes parietaux hydrophobes du cadre de Caspari. Dans ces regions 
matures, les ions ne peuvent franchir l'endoderme que par la voie symplasmique. De ce fait, 
les ions doivent etre absorbes par les cellules en amont de Tendoderme, avant d'etre excretes 
dans l'apoplasme stelaire. Autrement dit, la composition du flux d'ions arrivant dans 
Tapoplasme stelaire en provenance du milieu traduit deux controles successifs par les 
transporters membranaires, le premier en amont de Tendoderme, au moment de l'absorption 
et de Tentree dans le symplasme, et le second en aval de cette barriere, au moment de la 
secretion dans l'apoplasme stelaire. Les ions sont ensuite transports vers les parties aeriennes 
par le flux de seve brute, circulant dans les vaisseaux conducteurs du xyleme, formes de 
cellules mortes, r£duites au squelette parietal. Differentes forces permettent 1'ascension de la 
seve : la pouss6e"racinaire, engendree par la secretion d'ions dans la stele (provoquant une 
augmentation du potentiel osmotique), la transpiration foliaire (qui engendre une "tension" 
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dans la "colonne" d'eau qui se deplace dans les vaisseaux du xyleme) et les forces de 
capillarite, importantes dans les derniers elements fins du xyleme (Zimmermann, 1994). 

1.8.1 Donnees electrophysiologiques et moleculairfes 

Les etudes electrophysiologiques ont ete essentiellement menees sur des protoplastes de 
cellules de stele de mai's ou d f orge, parce qu'il est possible de separer facilement le cortex de la 
stele chez ces especes. Les resultats sont similaires chez le mais et l'orge. Trois grands types 
de canaux ont ete caracterises : des canaux a rectification entrante, appeles sKIRC (pour stelar 
K + Inwardly Rectifying Channel), des canaux sortants selectifs de K\ appeles sKORC, et des 
canaux sortants a faible selectivity ionique, appeles sNORC (pour stelar Non selective 
Outwardly Rectifying Channels). 

Trois canaux de type sKIRC ont ete identifies, se distinguant par leurs caracteristiques 
electrophysiologiques (Wegner et De Boer, 1997b; De Boer, 1999). lis se distinguent 
egalement des canaux entrants exprimes dans les cellules corticales des racines. En particulier, 
sKERCl est permeant au cesium (un bloqueur de la plupart des canaux potassiques, et en 
particulier de ceux du cortex). De plus, le potentiel d'activation de ce canal n'est pas modifie 
par la variation du potentiel d'equilibre du potassium E K . Les canaux de type sKIRC 
pourraient intervenir dans l'absorption des ions K + excretes par les cellules du phloeme, etape 
prealable au renvoi de ces ions vers les parties aeriennes via la seve xylemienne (De Boer, 
1999; Cf § 1.9.2). 

Le canal sKORC, caracterise sur la membrane de protoplastes de cellules stelaires, 
presente un potentiel d'activation qui varie quand varie le potentiel d'equilibre E K , restant ainsi 
toujours superieur a E K . sKORC presente aussi une permeabilite a Ca 2+ . La conductance 
macroscopique du canal augrnente avec la concentration externe en potassium, suggerant une 
regulation de type allosterique avec un site senseur de K + sur la face extracellulaire de la 
proteine (De Boer, 1999). Toutes ces caracteristiques sont partagees par le canal SKOR, clone 
chez Arabidopsis (Gaymard et aL, 1998). De plus, le mutant knock-out skor-1 (inactivation du 
gene par insertion d'un ADN-T) presente un phenotype de sous-concentration de K + dans la 
seve xylemienne et de sous-accumulation de cet ion dans les parties aeriennes (Gaymard et 
aL, 1998). Dans leur ensemble, ces donnees indiquent que SKOR est implique dans la charge 
du xyleme en K\ et qu'il constitue probablement chez Arabidopsis le pendant des canaux 
sKORC caracterises chez le mai's et l'orge. 

Le canal sNORC est permeant a la fois aux anions et aux cations (De Boer, 1999). II 
pourrait intervenir dans la signalisation systemique, en cas de blessure par exemple. II 
contribuerait a propager le signal le long des tissus xylemtens sous la forme d'une 
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depolarisation de la membrane plasmique, et peut-etre d'une modification du potentiel 
hydrique de la seve xylemienne (De Boer et Wegner, 1997). 

1.8.2 Regulation de Tactivite des canaux potassiques exprimes dans la stele racinaire 

L'ajout de GTP entrame une activation des canaux sKERCl et 2, suggerant l'intervention de 
proteines G dans la regulation de l'activite de ces proteines (De Boer et Wegner, 1997; 
Wegner et De Boer, 1997b). Une augmentation de la teneur cytosolique en Ca 2+ provoque une 
inhibition du courant potassique conduit par sKORC, et une activation du canal sNORC (De 
Boer et Wegner, 1997; Wegner et De Boer, 1997a). 

Au niveau hormonal, le role de l'ABA a ete particulierement etudie. L'ABA semble 
avoir un role activateur des courants sKIRC, et un effet inhibiteur des activites sKORC 
(Roberts, 1998). Ces donnees sont a rapprocher de l'effet de TAB A sur l'accumulation du 
transcrit SKOR. Les analyses par northern blot revelent qu'un traitement par cette hormone 
provoque une diminution rapide de l'abondance du transcrit SKOR, et sa disparition en moins 
d'une dizaine d'heures (Gaymard et a/., 1998; Pilot, 1999). Cette regulation pourrait avoir 
comme fonction de reduire le flux de K + dirige vers les parties aeriennes de telle sorte que la 
racine puisse mieux reguler son equilibre ionique et poursuivre sa croissance en conditions de 
stress hydrique (Gaymard et ah, 1998). 

1.9 Transport du potassium dans la seve.phloemienne 

La seve phloemienne assure la translocation des assimilats des sites de synthese (organes 
sources : essentiellement les feuilles matures) vers les sites d'utilisation ou de stockage 
(organes puits : racines, jeunes feuilles, fleurs et fruits en developpement). Le systeme 
vasculaire phloemien est constitue de tubes cribles, cellules hautement specialisees ayant 
perdu la majorite de leurs organites (noyau, vacuole, reticulum, appareil de Golgi, et 
chloroplastes). Autrement dit, ces cellules se reduisent a un cytoplasme sans organite. Le flux 
de metabolites et proteines provenant de cellules dites compagnes, auxquelles elles sont 
reliees. par de nombreux et grands plasmodesmes, les maintient "vivantes" (Sjolund, 1997; 
Thompson et Schulz, 1999). Le flux de seve dans le tube crible correspond done a un flux de 
masse dans le cytosol de ces cellules. La charge de solutes (principalement saccharose et 
potassium) dans le phloeme au niveau des sources et leur decharge dans les puits provoque un 
gradient 'de potentiel osmotique, qui se traduit par un gradient de pression hydrostatique, entre 
sources et puits, a l'origine du flux de masse vers les puits. La vitesse de ce flux peut etre 
relativement eleree, de l'ordre de plusieurs dizaines de centimetfes par heure (Patrick, 1997; 
Sjolund, 1997; Oparka et Turgeon, 1999). . 
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1.9.1 Les systemes de transport exprimes dans le phloeme 

La plupart des etudes consacrees aux transporters membranaires impliques dans la charge et 
la decharge du phloeme se sont focalisees sur les transporteurs de saccharose. Le transporteur 
StSUTl, identifie chez la pomme de terre et operant un symport IT: saccharose, est implique 
dans l'exportation de ce sucre des feuilles vers les puits (Riesmeier et aL, 1994). II est present 
dans les tubes cribles, bien qu'etant synthetise dans les cellules compagnes (Kiihn et al 9 
1997). Chez Arabidopsis, AtSUC2 (symporteur HT: saccharose) est exprime dans le phloeme 
des organes sources et dans celui des puits, suggerant que ce transporteur pourrait avoir des 
caracteristiques autorisant un fonctibnnement tantot comme un systeme d'absorption et tantot 
comme un systeme de secretion, ce qui lui permettrait d'intervenir a la fois dans la charge et la 
decharge du phloeme en saccharose (Truernit et Sauer, 1995). 

La comprehension des mecanismes responsables de Tenergisation de la membrane 
necessaire au fonctionnement des transporteurs phloerniens est egalement un objectif majeur 
de recherche. II semble que cette energisation soit le fait d'une (H + )ATPase, probablement 
codee par le gene AHA3 chez Arabidopsis (DeWitt et al, 1991; DeWitt et Sussman, 1995). La 
proteine AHA3 est retrouvee principalement sur la membrane plasmique des cellules 
compagnes. II semble done que Tenergisation de la membrane plasmique des cellules 
compagnes se "propage" a la membrane des tubes cribles. On peut imaginer par exernple que 
les nombreux plasmodesmes qui existent entre ces cellules les rendent isopotentielles (DeWitt 
et Sussman, 1995). Enfin, AHA3 servirait a Tenergisation des membranes a la fois pour la 
charge et pour la decharge du phloeme, puisque ce systeme est exprime a la fois dans les 
organes sources et dans les organes puits (DeWitt et al, 1991). 

En comparaison, le transport de K + dans la seve phloemienne a ete peu etudie. Des 
donnees (electro)physiologiques suggerent qu'un gradient de K + existe le long du systeme 
vasculaire et qu'il a une grande importance dans la formation du gradient de potentiel 
osmotique qui dirige le flux de seve des sources vers les puits (Cf. ci-dessus; Mengel et 
Haeder, 1977). D'autre part, il a ete propose que la teneur de K + dans la seve phloemienne 
serait en relation avec Tabondance de cet ion dans les feuilles, et constituerait ainsi un signal 
permettant dinformer les racines du besoin des parties aeriennes en K + (§ 1.9.2; Drew et 
Saker,.1994; Marschner et a/., 1996). Les connaissances moleculaires concemant les flux de 
K + dans le phloeme ont considerablement augmente avec le clonage et la caracterisation 
d ? AKT2 (Marten et al., 1999; Lacombe et a/., 2000). Ce canal est dote dune faible 
rectification entrante. II est ouvert pour une large gamme de potentiels. Ses caracteristiques 
electropfiysiologiques et sa localisation dans les tissus phloerniens des sources et des puits 
(Lacombe et at, 2000) suggerent qu'il serait implique a la fois dans la charge et la decharge de 
K + dans le phlo&me, au niveau des sources et des puits respectivement. Un tel double role 
evoque celui prete a AtSUC2. 
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1.9.2 Transport phloemien et re-circulation de K + dans la plante 

Les ions K + decharges dans les feuilles matures par la seve xylemienne sont en grande partie 
rediriges vers le phloeme (Marschner et al, 1996). Les analyses faites chez le soja indiquent 
que 65 % du potassium arrivant aux feuilles est renvoye aux racines. Le flux phloemien dions 
K + arrivant dans la stele racinaire en provenance des parties aeriennes peut etre superieur a 
celui des ions preleves dans le sol par le cortex racinaire et secretes dans la stele (Touraine et 
ah, 1988). Ce mecanisme de recirculation entre feuilles et racines est suppose jouer un role 
majeur dans le controle des transports racinaires de K + et 1'integration des flux a Techelle de la 
plante entiere (Drew et al, 1984). Une augmentation du flux de K + arrivant aux racines par la 
seve phloemienne constituerait un signal informant la racine que la demande en potassium des 
parties aeriennes a diminue. Ce signal aurait un effet negatif sur la secretion de K + dans le 
xyleme par les cellules du parenchyme xylemien, provoquant une augmentation de la 
concentration de cet ion dans le symplasme stelaire puis cortical, et ainsi a une retro-inhibition 
de la vitesse de prelevement (Drew et aL, 1984). 



1.10 Les flux de potassium dans la cellule de garde 
1.10.1. Mouvements stomatiques et canaux potassiques 

Les stomates sont des structures presentes sur Tepiderme des organes aeriens de la plante, dont 
la fonction est de controler les echanges gazeux (fixation de C0 2 , perte de vapeur d'eau) avec 
l'atmosphere. Chaque stomate est compose de deux petites cellules en forme de haricot : les 
cellules de garde. Entre ces deux cellules est menage un pore, l'ostiole. Cest par l'ostiole que 
se font les echanges gazeux entre les tissus sous-epidermiques et l'atmosphere. 

La paroi de la cellule de garde n'a pas la meme epaisseur sur tout le pourtour de la 
cellule : elle est plus epaisse dans la region en regard de l'ostiole que sur la face opposee. De 
plus, les parois des deux cellules formant le stomate sont disjointes en regard de l'ostiole 
(menageant l'ouverture) et soudees aux points de jonction de part et d'autre de l'ostiole. Cette 
organisation fait que des variations de la turgescence des cellules de garde provoquent des 
variations du diametre de l'ostiole. Plus precisement, une augmentation de la turgescence 
conduit a une plus grande ouverture du pore. Reciproquement, une diminution de la 
turgescence provoque la fermeture du pore. Cest par la regulation de Touverture et de la 
fermeture des stomates que la plante controle ses echanges gazeux. 

Les variations de turgescence des cellules de garde sont engendrees par des echanges 
rapides et massifs de solutes entre l'apoplasme et les compartiments vacuolaire et 
cytoplasmique. Ces solutes sont essentiellement des ions inorganiques, K + et CI", et du malate. 
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Des canaux presents sur le plasmalemme et le tonoplaste permettent ces echanges (Assman, 
1993; Assman, 1999). Par exemple, lors de la fermeture du stomate, plus de la moitie des 
solutes osmotiquement actifs de la vacuole sont excretes dans le cytoplasme, puis dans 
l'apoplasme (McRobbie, 1998). Une partie du malate reste dans le cytoplasme. II est 
metabolise en amidon (Assman, 1993; Assman, 1999). 

Les canaux cationiques et anioniques responsables de ces transports sur le tonoplaste et 
les canaux anioniques sur le plasmalemme ont ete caracterises par des experiences de patch- 
clamp sur vacuole isolee ou protoplaste, rnais aucun d'entre eux n'a encore ete identifie au 
niveau moleculaire. Seuls des canaux potassiques plasmalernmiques ont ete clones a ce jour. 
L'analyse des caracteristiques fonctionnelles et du profil d'expression de KAT1 appuient 
l'hypothese d'un role de ce canal dans Tinflux de K + lors de Touverture du stomate. Cette 
hypothese est confortee par une approche de type genetique inverse: la sur-expression d'un 
canal KAT1 mutant altere dans sa sensibilite a Cs + se traduit par une modification de la 
sensibilite de Touverture stomatique a cet ion (Ichida et al, 1997). Des donnees obtenues dans 
notre equipe suggerent cependant que KAT1 n'est pas le seul canal implique dans le flux 
entrant de K + chez Arabidopsis : le canal KAT2 est egalement exprime dans la cellule de 
garde et ses caracteristiques fonctionnelles sont tres semblables a celles de KAT1 et des 
canaux entrants caracterises sur la membrane des cellules de garde. Des experiences de 
co-expression dans l'ovocyte de xenope et des analyses a l'aide de la technique du double- 
hybride dans la levure indiquent de plus que les polypeptides KAT1 et KAT2 peuvent 
interagir et former des canaux heteromeriques (Pilot et al., soumis). Nous ne savons pas 
encore si ces interactions, detectees en systeme heterologue, se produisent et ont une 
signification physiologique in planta. Le(s) canal(aux) permettant Tefflux de K + lors de la 
fermeture du stomate n'a(ont) pas encore ete identifie(s) de maniere certaine. Neanmoins, nous 
disposons au laboratoire de donnees suggerant fortement que le canal SKOR2 est implique 
dans cette fonction chez Arabidopsis (Gaymard et Lacombe, communication personnelle). 

1.10.2. Regulation de l'activite des canaux potassiques de la cellule de garde 

L'ouverture des stomates est regulee par les facteurs environnementaux, dont la teneur en 
CO2, les lumieres rouge et bleue, et les hormones, principalement Tauxine et TAB A. La 
regulation negative par l'ABA joue un role majeur dans Tadaptation de la plante au stress 
hydrique. Uelucidation des mecanismes responsables de cette regulation constitue un des 
objectifs prioritaires des physiologistes. Cela fait de la cellule de garde, et de sa reponse a 
TABA, le modele d'analyse de la transduction des signaux le plus utilise chez les plantes. 

Le controle par l'ABA s'exerce a la fois via une regulation de la HT-ATPase de la 
me~mbrane plasmique et done de la polarisation membranaire, et une regulation de l'activite 
des canaux (MacRobbie, 1998). La conductance potassique majeure entrante sur le 
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plasmalernnie correspond a un canal active par l'hyperpolarisation, s'ouvrant a des potentiels 
inferieurs a environ -100 mV. Elle est inhibee par une augmentation de la concentration 
cytoplasmique de Ca 2+ et une alcalinisation du cytoplasme, toutes deux provoquees par TAB A 
et par 1TP 3 (Inositol 1 ,4,5-triphosphate) (Blatt et aL, 1990; Armstrong et Blatt, 1995). n a ete 
rnontre que Tinjection dTP3 provoque une augmentation de la concentration cytosolique de 
Ca 2+ conduisant a une fermeture du stomate (Blatt et aL, 1990; Gilroy et aL, 1990). On 
imagine que YJP 3 participe a la transduction du signal provoquant la liberation de Ca 2+ en 
reponse a l'ABA. Tres recemment, il a ete aussi montre que l'ABA declenche la production 
d'H20 2 dans les cellules de garde, et que cette derniere molecule active des canaux calciques 
entrants (Pei etaL, 2000). Les processus intervenant en aval du signal calcique sont plus flous. 
La calcineurine (Luan et aL 1993), des proteines G et des recepteurs a 7 segments 
transmembranaires (Fairley-Grenot et Assmann, 1991; Armstrong et Blatt, 1995) sont 
supposes faire partie de la cascade de regulation de la conductance potassique entrante par 
l'ABA. D'autre part, les mutations abil et abil, affectant des phosphatases 2C (Leung et aL, 
1994; Bertauche et aL, 1996; Leung et aL, 1997; Rodriguez et aL, 1998), provoquent une 
reduction de la sensibilite du canal entrant a l'ABA (Armstrong et aL, 1995; Pei et aL, 1997). 
Cependant, aucune donnee ne permet de savoir si les kinases et phosphatases en jeu agissent 
directement sur le canal ou sur des proteines les regulant. 

La fermeture des stomates fait intervenir une conductance potassique sortante, qui est le 
fait d'un canal s'activant a des potentiels plus positifs que E K . L'ABA favorise l'efflux de K + en 
provoquant une depolarisation de la membrane ainsi qu'une alcalinisation du cytoplasme qui 
stimule Tactivite du canal sortant (Blatt et Armstrong, 1993). II a aussi ete constate que la 
mutation abil affecte la sensibilite du canal sortant a TABA (Pei 'et aL, 1997). 

Les donnees concernant les mecanismes impliques dans la regulation de Touverture 
stomatique sont encore trop fragmentaires pour permettre l'elaboration d'un modele 
interpretatif. Cependant, la complexite des intervenants et des phenomenes en jeu suggere, 
d'ores et deja, que plusieurs voies de transduction de signaux, partageant des elements 
communs, sont mises en place pour aboutir au controle des mouvements stomatiques. 
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Figure 1.7 : representation schematique d'une baie (d'apres Coombe, 1987). 



1.11 Biologie generate des fruits de la vigne 

La vigne est une liane appartenant a la famille des Vitacees et a l'ordre des Rhamnales. Le 
genre Vitis est subdivise en trois groupes : euro-asiatique, asiatique et americain. Le groupe 
euro-asiatique ne comporte en fait qu'une seule espece identifiee : Vitis vinifera L., qui 
comprend des milliers de varietes (ou cultivars, cepages) relativement difficiles a classer. La 
plupart des varietes cultivees pour la production de raisin de table ou de cuve appartiennent a 
l'espece vinifera. Les groupes asiatique et americain sont composes d'un plus grand nombre 
d'especes. Depuis la crise phylloxerique en Europe, les porte-greffes utilises en viticulture 
sont issus de croisements interspecifiques a l'interieur du groupe americain, ou entre vinifera 
et ces especes americaines. 

1.11.1 Morphogenese et structure de la baie 

Les organes reproducteurs de la vigne sont organises en inflorescences. Les differentes pieces 
florales se differencient entre le debourrement et la floraison. L'ovaire est constitue de deux 
carpelles soudes au niveau de la columelle, chaque loge carpellaire renfermant deux ovules 
anatropes. La vascularisation de l'ovaire apparait au moment de la meiose, environ 3 semaines 
avant la floraison. 

La fecondation a lieu quelques jours apres Tanthese, la pollinisation etant 
essentiellement autogame. Les quatres ovules de la fleur sont rarement tous fecondes, on ne 
trouve en moyenne que deux pepins par baie. Generalement, une partie des fleurs d'une 
inflorescence ne donne pas de baies. Une dizaine de jours apres la floraison, le pedicelle d'un 
certain nombre d'organes se detache de la rafle au niveau d'une zone d'abscission (Bessis et 
Fournioux, 1992). La raison de cette abscission (absence de fecondation, avortement), n ? est 
pas claire. Lorsque les fleurs sont fecondees, les ovaires et les ovules evoluent respectivement 
en baies et graines (pepins), tandis que les rafles s'epaississent et se transforment en bois. A 
maturite, les rafles ne represented que 5 % environ du poids total frais de la grappe. 

Les baies sont des fruits charnus. Ce type de fruit est caracterise par une importante 
accumulation d'eau et souvent de sucres au cours de leur developpement. Chez la vigne, la 
partie charnue de la baie (ou pericarpe) derive de la totalite des tissus constituant les parois de 
l'ovaire. Le pericarpe se compose de trois tissus : Texocarpe (ou pellicule, peau), le 
mesocarpe (pulpe ou chair) et Fendocarpe (figure 1.7) (Pratt, 1971). 

- Texocarpe est compose d'une assise de cellules epidermiques (6,5 a 10 Jim d'epaisseur), et 
d'une couche de cellules hypodermiques (100 k 250 nm d'epaisseur). 

- les cellules de la pulpe sont de grande taille, plutot spheriqijes. Leur vacuole occupe la 
majeure partie du compartiment cellulaire. Au cours du ddveloppement, ces cellules 
grossissent, et peuvent atteindre 400 |im de diametre. 
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Figure 1.8: les phases de la maturation de la,baie. 

La croissance est representee par 1'evolution de la masse de la baie en fonction du temps (en jour). 



- 1'endocarpe est la region la plus interne du fruit. Elle se situe a la limite des loges 
carpellaires con tenant les pepins. 

Lorsque les baies se developpent, la proportion des differents tissus varie (Park, 1995). 
L'hypoderme s'amincit, ses cellules evoluent en ceHules de la pulpe. L'epaisseur des parois 
cellulaires diminue graduellement (Fougere-Rifot et ah, 1996), sans que cela affecte 
l'integrite des cellules. 

La vascularisation de la baie derive de celle de l'ovaire (Pratt, 1971). Elle est constitute 
d'une part d'un reseau de petits faisceaux peripheriques, situes a une vingtaine d' assises 
cellulaires au-dessous de Fepiderme. D'autre part, un large faisceau vasculaire central 
alimente les pepins et la columelle. Ces faisceaux se rejoignent au sommet de la baie en un 
"pinceau" qui s'ancre au niveau du bourrelet du pedicelle, ce dernier constituant la derniere 
ramification de la rafle. Au debut du developpement, les faisceaux vasculaires peripheriques 
symbolisent la limite entre exocarpe et mesocarpe. Plus tard, ils sont entoures de cellules de la 
pulpe et sont done partie integrante de ce tissu (Park, 1995). 

1.11.2 Aspects generaux du developpement de la baie 

Apres la fecondation des fleurs, on distingue classiquement trois stades principaux dans le 
developpement des baies : le stade herbace, la veraison et la maturation, qui dessinent une 
courbe de croissance en double sigmoide (figure 1.8). 

Apres la fecondation de la fleur, seul l'ovaire persiste pour donner le grain de raisin, 
tandis que les ovules evoluent en pepins. Un ovaire commen9ant a se developper est dit noue. 
Le terme decrivant ce phenomene au niveau de la grappe est "nouaison". 

Le stade herbace 

A partir de la nouaison, les jeunes baies sont dans le "stade herbace". Elles grossissent jusqu'a 
atteindre la taille d'un petit pois. Cette augmentation de taille est initialement le fait de 
divisions rnitotiques rapides (Coombe, 1976) dont le pic se situe environ une semaine apres 
l'anthese (Jona et Botta, 1988). Une periode de gonflement cellulaire se deroule alors, la baie 
augmente son volume d'un facteur 300 environ (Coombe, 1976). Ce grossissement est 
principalement lie & une forte accumulation d'eau et d'acides organiques, notamment d'acides 
malique et taitrique, dans la vacuole des cellules du pericarpe. Le pH du jus, representatif du 
pH de la vacuole du fait du volume relatif de ce compartiment, est voisin de 2,5 (Hrazdina et 
al. 9 1994), et reste constant au cours de cette phase herbacee. Enfin, la concentration en sucres 
est tres faible pendant cette phase. 
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Pendant ce stade, les baies sont chlorophylliennes, et capables de photosynthese, mais 
leur respiration est intense et le bilan de C0 2 est toujours negatif (Leyhe et Blanke, 1989). Les 
baies possedent des stomates fonctionnels, mais relativement peu nombreux. Leur nombre 
varie d'une a quelques dizaines par baie en fonction des varietes (Blanke et Leyhe, 1987). Les 
pertes transpiratoires, importantes a ce stade, ont done probablement lieu principalement a 
travers Tepiderme (Cf. §1.12.4). 

La fin du stade herbace se traduit par un fort ralentissement de la croissance, qui est 
appele "plateau herbace". 

V 

La veraison 

La veraison marque la transition entre le plateau herbace et l'induction du murissement (figure 
1.8). Elle se traduit par un ramollissement tres rapide des baies, en 24 h environ. Cependant, 
l'etat des baies etant heterogene, la veraison de toutes les baies d'une parcelle peut s'etendre 
sur trois semaines. Le grain, initialement vert et dur, devient translucide chez les cepages 
blancs, ou prend une teinte violacee chez les cultivars colores. On suppose aujourd'hui que les 
chlorophylles ne sont pas degradees, mais sont simplement masquees par d'autres pigments 
(Park, 1995). La baie n'est done plus photosynthetique. Les stomates evoluent en lenticelles. 
Les cavites sous-stomatiques sont colmatees par une accumulation de suberine, de 
polyphenols, de calcium et de silice (Blanke, 1999). De profondes modifications biochimiques 
s'amorcent, ainsi qu'un accroissement du volume cellulaire. 

La maturation 

Des le debut de la phase de maturation, les baies recommencent a grossir (figure 1.8), et 
accumulent des hexoses (glucose et fructose) importes par le phloeme. Ces sucres constituent 
Tosmoticum principal permettant le gonflement du fruit (Champagnol, 1984). Leur 
concentration peut atteindre 1 molT 1 a maturite (Coombe, 1987). De plus, l'acidite se reduit, le 
pH remonte a des valeurs proches de 3,5, et la concentration des acides organiques diniinue. 

La maturite physiologique correspond au moment ou les baies ont atteint leur plus grand 
diametre et leur taux de sucre maximal. Lorsque les baies sont laissees sur pied plus 
longtemps, elles entrent dans une periode de surmaturation, et vivent sur leurs reserves. Elles 
perdent de L'eau, leur jus se concentrant ainsi, ce qui peut etre favorable a leur utilisation 
ulterieure. 
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1.12 Aspects physiologiques et biochimiques de la maturation des baies 

Au cours de son developpement, la baie passe par des phases de changements drastiques de sa 
physiologie et de sa composition biochimique. Pour arriver a maturation, ses parois se 
ramollissent, sa pulpe s'enrichit en composes aromatiques et en glucides, tandis que son 
acidite se reduit. Les principaux aspects de cette maturation sont detailles ci-dessous. 

1.12.1 Modifications structurales 

Ramollissement des baies : modifications parietales 

Les cellules du mesocarpe subissent des modifications structurales importantes des la veraison 
(Harris et al, 1968). Le ramollissement est lie a une diminution de la concentration en 
substances pectiques (Silacci et Morrison, 1990) et en calcium et a l'activite d'enzymes 
degradant les parois cellulaires (Doneche et Chardonnet, 1992). 

Le ramollissement des fruits a ete correle a une reduction de la concentration cellulaire 
en pectine, notamment chez la poire (Bartley et al, 1982). II a ete rnontre que la concentration 
des pectines dans la baie de raisin diminue au cours de sa maturation (Roberston et a/., 1980), 
notamment du fait de la croissance tres rapide de la taille des cellules de la pulpe. Cela aboutit 
a la disorganisation de la structure des parois cellulaires (Doneche et Chardonnet, 1992) et en 
consequence a un assouplissement des tissus. 

Doneche et Chardonnet (1990) ont egalement observe un transfer! du calcium des 
cellules de la pulpe vers les parois des cellules de l'exocarpe. II va permettre a ce niveau une 
meilleure cohesion des parois, et ralentir la senescence des cellules epidermiques (Brady, 
1987). Cela permet d'etablir un "squelette externe" qui maintient la cohesion de la baie et 
favorise la resistance aux parasites. En revanche, au niveau des cellules de la pulpe, la 
reduction de la teneur en calcium ajoutee a la reduction de la concentration en pectines va 
favoriser la solubilisation de la lamelle moyenne par action d'enzymes pectinolytiques. Deux 
activites pectinolytiques ont ete caracterisees chez la baie : la pectine methylesterase, qui 
demethyle les groupes uroniques esterifies de l'acide galacturonique, et dont l'activite double 
pendant la maturation, et la polygalacturonase, qui coupe uniquement entre les residus 
d'acides galacturoniques demethyles et qui intervient done a la suite de la pectine 
methylesterase. 

Modifications du systeme vasculaire xylemien et de Vapport des solutes vers la baie 
* Mise en evidence de discontinuity du xyleme 

II y a une dizaine d'annees, il a ete observe que le flux xylemien s'interrompt, du fait de 
l'apparition de discontinuity dans les tissus xylemiens. Ces ruptures apparaissent aux 
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alentours de la veraison (During et al, 1987; Findlay et al, 1987), et interviennent au niveau 
du pinceau. Elles ont ete mises en evidence par l'utilisation de colorants apoplastiques (Creasy 
et al, 1993) et par des mesures de flux hydriques (Ollat, 1997). 

Ces discontinues avaient ete associees a la croissance rapide des baies au moment de la 
veraison (During et al, 1987; Findlay et al, 1987). Cependant, Creasy et al (1993) ont 
montre que les ruptures chez le Pinot noir et le Merlot ont lieu lorsque la baie se ramollit, ce 
qui se produit quelques jours avant la croissance rapide. La rupture du xylerne semble done 
finalement resulter d'un autre phenomene qu'un etirement des vaisseaux du a la croissance 
cellulaire. Une rupture de la compartimentation cellulaire, liee a la fragilisation des parois, est 
evoquee par certains auteurs (Lang et During, 1991; Creasy et al, 1993). 

* Modification de Tapport des solutes vers les baies 

La consequence des ruptures xylemiennes apparaissant aux alentours de la veraison est une 
modification de Tapprovisionnement des baies en solutes et en eau. En effet, Tessentiel de ces 
flux est alors pris en charge par les vaisseaux du phloeme. Cependant, la seve phloemienne, 
riche en divers composes du metabolisme secondaire, comporte moins d'acides organiques, 
mais plus de sucres, que la seve xylemienne (Coombe, 1992). Ce changernent 
d'approvisionnement pourrait en partie expliquer 1'evolution de la composition des baies en 
acides organiques, sucres et eau apres la veraison (Cf. paragraphes suivants). 

1.12.2 Flux d'acides organiques 
Acidite de la baie 

Le raisin est un fruit particulierement acide. Son pH passe de 2,5 a la veraison a 3,5 environ a 
la vendange. Les acides organiques accumules sont elabores essentiellement dans les feuilles. 
Environ 90 % de l'acidite de la baie sont dus aux acides malique et tartrique, dont les 
concentrations peuvent atteindre 30 a 50 mmoLl' 1 en fin de maturation (Winkler et al, 1974). 
D'autres acides sont detectes dans les baies, mais a des concentrations bien inferieures : acide 
citrique (jusqu'a 10 mmoLl' 1 chez certains cultivars), acides succinique et fumarique (moins de 
1 mmol.r 1 ). II est important de noter que les taux d'acide tartrique dans la baie sont 
remarquables, car cette molecule est fort peu representee dans le regne vegetal. 

L f acide ' malique et Tacide tartrique, qui representent les deux acides organiques 
principaux, sont en partie a Tetat libre et en partie sous forme de sels combines au potassium, 
au calcium, au sodium et au magnesium. Le potassium, en tant que cation majoritaire des 
cellules, est le prkicipal contre-ion de ces acides. Cependant, il a Ste remarqud que le calcium 
est egalement tres utilise pour la neutralisatipn du tartrate (Storey, 1987). 
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Figure 1.9 : formules chimiques de l'acide tartrique et de l'acide malique. 

A. Acide tartrique 

B. Acide malique 



Les acides malique et tartique ont des profils d'accumulation tres differents, malgre leur 
structure chimique proche (figure 1.9). L'acide malique est l'objet d'un metabolisme tres actif 
dans la majorite des organes, et il est mobile. Au contraire, l'acide tartrique s'accumule dans 
les tissus ou il est produit; il est peu mobile et peu ^metabolise (Cf. recapitulatif de la figure 
1.11). Comme il est l'acide le plus fort du raisin, sa concentration a une grande influence sur le 
pH du vin. D'un point de vue technologique, le rapport acide tartrique/acide malique est un 
facteur important pour la qualite des vins. Un exces de malate par rapport au tartrate provoque 
une alcalinisation importante du vin apres fermentation malolactique, et par consequent une 
mauvaise stabilite physique et biologique. De plus, si cette fermentation malolactique est 
evitee, la presence de malate induit aussi une forte instability du vin. Ces alterations du vin 
peuvent etre evitees par diverses interventions oenologiques (sulfitage, ultrafiltration sterile, 
adjonction d'acide tartrique), mais les legislations tendent a limiter la multiplication de ces 
interventions. 

Parmi les facteurs influen?ant le rapport acide tartrique/acide malique, la nature du 
cepage a un role important. Certains cultivars (Chasselas, Semillon) accumulent relativement 
plus de tartrate que d'autres (Pinot noir) (Ruffner, 1982a). D'autre part, les conditions du 
milieu et de culture vont egalement moduler ce rapport. En particulier, une fertilisation 
potassique importante provoque un enrichissement des baies en malate (Hale, 1977; Morris et 
al, 1983), aux depens du tartrate (Delas, 1989). 

Metabolisme de l'acide tartrique 

La synthese de l'acide tartique se produit dans les organes jeunes, qui sont le siege de 
divisions cellulaires. Elle est done souvent reliee a la croissance des tissus (Saito et Kasai, 

1968) . 

Les voies de synthese de l'acide tartique sont encore mal connues. II est suggere depuis 
assez longtemps que le glucose et le glycolate pourraient en etre les precurseurs (Peynaud et 
Ribereau-Gayon, 1971; Ruffner, 1982a). Maroc (1967) a effectivement defini deux voies 
metaboliques de synthese de l'acide tartrique. La premiere debute au niveau du glucose et 
produit de l'acide L(+) tartique. La seconde fait intervenir la condensation de deux molecules 
de glycolate pour former de l'acide D(-) tartrique, via la reduction d'oxaloacetate. Enfin, 
l'acide ascorbique a aussi 6t6 identify comme pr6curseur de l'acide tartrique (Saito et Kasai, 

1969) . 

Des voies de m£tabolisation de l'acide tartrique ont 6t6 recherchees sans mettre en 
evidence de r£elle remobilisation. Le tartrate est stocke dans des "idioblastes", cellules 
specialises dans cfette fonction dans les feuilles. Pendant longtemps, on a cm que les aiguilles 
cristallines ("raphides") observees dans ces cellules et dans les baies etaient des sels 
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Figure 1.10 : voies de synthese, stockage et degradation de l'acide malique (d'apres Ruffner, 
1982b; Kanellis et Roubelakis-Angelakis, 1993). 

Les fleches en pointilles indiquent que plusieurs etapes reactionnelles ont lieu entre les deux 
composes entre lesquelles elles ont placees. Les fleches en traits pleins indiquent une transition 
directe. Les noms des enzymes sont en rouge /Les ensembles de reactions biochimiques sont en 
vert. 



potassiques de bitartrate, mais Storey (1987) a demontre qu'il s'agit en fait de cristaux de 
tartrate de calcium. Cette observation est supportee par les resultats de Hale (1977), qui 
suggerent qu'il n'existe pas de correlation entre les teneurs en potassium et en acide tartrique 
dans les baies. 

La repartition de l'acide tartrique n'est pas homogene dans la baie. Au cours de la 
maturation, sa concentration dans la pulpe diminue, a cause de l'augmentation du volume de la 
baie, mais sa quantite par baie reste relativemerit constante (Ruffner, 1982a). En revanche, sa 
teneur dans la peau augmente, ainsi que dans les assises de mesocarpe a proximite du reseau 
vasculaire dorsal (Storey, 1987; Hand et Coombe, 1988). 

Metabolisme de l'acide malique 

La voie de synthese de l'acide malique dans les baies debute a partir du phosphoenolpyruvate 
(PEP) issu de la glycolyse. II est soumis a une 3-carboxylation par la PEP carboxylase, et 
l'acide oxaloacetique ainsi forme est reduit en malate par la malate dehydrogenase (figure 
1.10). 

Avant la veraison, la baie est photosynthetique. Elle peut alors produire des sucres 
servant a la synthese d'acide malique. Ce dernier est stocke essentiellement dans la pulpe 
(mesocarpe interne et exteme), et reste peu represents dans la peau. II peut s'accumuler jusqu'a 
des concentrations proches de 200 mM a la veraison (Ruffner et a/., 1984). En revanche, apres 
la veraison, l'acide malique s'accumule dans l'exocarpe, et sa teneur diminue fortement dans la 
pulpe, ou sa concentration retombe a 40 mmol.T 1 environ. Une des consequences de la 
reduction du taux d'acide malique est une elevation du pH de la baie. Cette reduction a partir 
de la veraison est accompagnee d'un influx massif de sucres dans la baie (Cf. § suivant). Pour 
certains auteurs, l'acide malique constitue un pouvoir reducteur stockable, et sa mobilite extra- 
ct intracellulaire permet de transferer ce pouvoir reducteur dans les divers compartiments 
cellulaires (Ruffner et Hawker, 1977), ou il est utilise apres la veraison. 

De nombreux auteurs ont etudie le devenir de l'acide malique des baies apres la 
veraison. A l'inverse du tartrate, l'acide malique n'est pas stocke mais utilise par la baie. Deux 
voies principales peuvent expliquer sa disparition. La premiere le fait partir vers la voie de la 
neoglucogenese, avec intervention en particulier de la PEP carboxykinase. Le defaut de cette 
hypothese est que les processus biochimiques de la neoglucogenese presentent vin optimum a 
20°C, alors qu'il a ete observe que la chaleur favorise la disparition de l'acide malique dans les 
baies (Kliewer et ai, 1972). La seconde voie m&abolique pouvant expliquer la disparition de 
l'acide malique est la voie de la respiration. Dans ce cas, il est degrade en pyruvate par 
l'enzyme malique 1 : L'augmentation du quotient respiratoire de la 6aie en cours de maturation 
bien au-dela de 1 est en faveur de cette hypothese, et fait de la respiration la principale voie de 
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degradation du malate (Ruffner, 1982b). L'activite de l'enzyme malique augmente legerernent 
a partir de la veraison (Ruffner, 1982b), mais aucune correlation n'a pu etre mise en evidence 
entre l'activite de cette enzyme et la diminution des concentrations en acide malique (Hawker, 
1969), ni temporellement {i.e. au cours du developpement de la baie), ni spatialement (i.e. 
repartition entre les differents tissus de la baie) (Guttierrez-Granda et Morrison, 1992). 
Hawker (1969) suggere pour expliquer la respiration de l'acide malique, que l'enzyme malique 
et son substrat seraient localises dans des cpmpartiments cellulaires differents (vacuole, 
cytoplasme), et qu'une augmentation de la permeabilite membranaire a la veraison permettrait 
alors le contact de l'acide malique et de l'enzyme malique. Cependant, les analyses 
structurales (microscopie electronique; Hardie et al, 1996; Fillion, 1997) montrent que les 
membranes des organites et des vacuoles restent integres jusqu'a la maturite. De plus, le 
stockage vacuolaire des sucres semble se faire sans les ' f fuites ,, que Ton attendrait de la part 
d'un tonoplaste a la permeabilite augmentee. L'eventuelle augmentation de la permeabilite 
membranaire ne resulterait done pas d'une alteration generate des membranes mais pourrait 
etre specifique du malate. Le mecanisme de respiration de l'acide malique pendant la 
maturation suggere par Hawker (1969) reste en definitive largement controverse. 

1.12.3 Flux de sucres 

De nombreux glucides s'accumulent dans les baies. Les plus importants sont les hexoses, 
sucres fermentescibles qui donneront de 1'ethanol sous Taction des levures. Les vins non 
chaptalises titrant environ 12 % d'alcool (v/v) proviennent de la fermentation de mouts dont la 
concentration en sucres est d'environ 200 g.l" 1 , soit 1,1 M dans les baies. 

Dans une baie mature, le glucose et le fructose sont presents en quantites equivalentes 
(80 a 120 g.l" 1 de mout) et represented 99 % des sucres solubles (Winckler et ah, 1974). Le 
saccharose n'est present qu'en faible proportion (quelques g.r 1 ). Enfin, des sucres non 
fermentescibles sont presents a l'etat de traces : galactose, ribose, xylose, ainsi que des 
pentoses (arabinose, rhamnose). 

Le raisin accumule peu d ! amidon dans les stades verts, a Tinverse des fruits 
climacteriques. La baie est done tributaire pour sa maturation des importations de sucres en 
provenance du bois et des feuilles. 

La repartition du fructose et du glucose n'est pas homogene dans tous les tissus de la 
baie. II semble que les hexoses soient en concentrations plus elevees dans la partie mediane 
des baies; tandis que le saccharose est plus concentre dans l'exocarpe (Possner et Kliewer, 
1985; Coombe, 1987). 

„ Lorsque les'baies sont au stade vert, tres peu de sucres sont stockes, la quantite de 
fructose etant environ deux fois inferieure a-celle du glucose. L'essentiel des sucres imports 
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Figure 1.11 : recapitulatif de Involution des teneurs de la baie en acides tartique et malique, en 
potassium, glucose et fructose au cours du d6veloppement de la baie (d'apres Possner et 
Kliewer, 1985, et Hand et Coombe, 1988). ' 

Les courbes representent revolution de la quantite de chaque compose en mg par g de matiere 
fraiche (lere colonne) ou par mg par baie (2eme colonne). L'axe des abscisses represente le 
temps depuis le debut du stade herbace jusqu'a la maturite des baies (environ 150 jours). La 
fleche represente le moment de la veraison. Les cercles ouverts representent Involution des 
composes dans l'exocarpe, les cercles noirs le mesocarpe, et les triangles la baie entiere. 



par la baie est degrade par les enzymes de la glycolyse, puis transforme en acides organiques 
ou respire. 

A la veraison a lieu un brusque apport de sucres (figure 1.11). Le taux de sucres des 
baies verrees est multiplie par 6 a 7 pendant la premiere semaine suivant la veraison (Ollat, 
1997). L'origine de cette accumulation soudaine reste peu expliquee, d'autant plus qu'elle peut 
se declencher de fa?on tres heterogene au sein d'une meme grappe. Ce stockage n'est pas 
attribuable aux capacites photosynthetiques du fruit, qui disparaissent a partir de la veraison. 
En revanche, la baie acquiert une capacite de puits puissant, capable d'induire Taugmentation 
de l'activite photosynthetique des feuilles (Candolfi-Vasconcelos et Koblet, 1991; Candolfi- 
Vasconcelos et al. 9 1994b). Les sucres sont vehicules depuis les organes sources (feuilles et 
ressources amylacees des tiges) par le phloeme jusqu'a la baie. Le saccharose est le sucre 
majoritaire dans la seve phloemienne. Son hydrolyse tres rapide dans la baie peut etre 
consideree comme un moteur de l'accumulation des hexoses, car elle permet le maintien d'un 
gradient de concentration du saccharose entre les vaisseaux du phloeme et la baie, favorisant 
la decharge du saccharose dans la baie. Des transporters d'hexoses et de saccharose ont ete 
clones recenrment chez la vigne (Fillion et al, 1997; A. Ageorges, communication 
personnelle), et leur expression est nettement augmentee a la veraison. II a egalement ete 
propose pour justifier le brusque apport de sucres apres la veraison, que la baie pourrait 
detourner vers elle les assiniilats destines initialement aux racines (Stoev et Ivantchev, 1977). 

Pendant la phase de maturation, la concentration des hexoses augmente de fa^on 
lineaire, independamment du taux de croissance, ce qui se traduit par un enrichissement 
d'environ 10 g de glucides par jour et par grappe. Ainsi, la teneur en glucides passe de 1 % a 
environ 20 % pendant cette phase. La concentration en fructose est sensiblement equivalente a 
celle du glucose en fin de maturation (Cf. recapitulatif de la figure 1.11). 

1.12.4 Flux d'eau au cours de la maturation des baies 

La baie etant un fruit charnu, Teau joue un role preponderant dans son developpement. La baie 
de raisin connait deux periodes d'augmentation du volume cellulaire. Un grand nombre de 
composes organiques ou mineraux, en particulier les sucres qui constituent les osmoticum les 
plus importants de la baie, sont stockes sous forme soluble. 

Les echanges d'eau peuvent se decomposer en apports par le systeme vasculaire et en 
pertes par transpiration. Ces deux aspects sont detailles ci-dessous. 



38 



Importation d'eau par le xyleme et le phloeme 

Les differents fruits n'importent pas tous leur eau selon les memes processus. Chez certains 
fruits comrne la tomate, l'eau est principalement d'origine phloemienne. D'autres fruits sont 
alimentes en eau par les vaisseaux du xyleme. Dans le cas de la pomme, l'eau arrive par le 
xyleme ou par le phloeme selon son stade de developpement (Ho et aL, 1987; Lang, 1990). 
Chez la baie de raisin, l'eau est principalement d'origine xylemienne pendant le stade herbace, 
puis majoritairement d'origine phloemienne apres la veraison (Lang et Thorpe, 1989). 

Avant la veraison, le flux d'eau xylemien represente environ 80 % des entrees d'eau dans 
la baie, soit environ 40 mm 3 par jour (Ollat, 1997). A partir de la veraison, le systeme 
vasculaire xylemien presente des ruptures, et la quantite d'eau amenee par ces vaisseaux se 
reduit. Pendant la maturation, le flux phloemien assure done la totalite des importations d'eau, 
soit environ 50 mm 3 par jour (Ollat, 1997). 

Ainsi, les deux afflux importants d'eau qui determinent l'augmentation de la taille des 
cellules, pendant la phase herbacee et la phase de maturation, sont d'origine vasculaire 
differente. La phase de croissance ralentie refletant le plateau herbace correspond evidemment 
a un flux net bas, du a un rapport importations/pertes d'eau proche de 1 (Ollat, 1997). 

Le mode d'alimentation hydrique a des consequences importantes sur la composition 
minerale des fruits, et sur les relations hydriques entre la partie vegetative de la plante et les 
baies. Pendant le stade herbace, la croissance des baies est tres sensible au niveau 
d'alimentation hydrique (Matthews et Anderson, 1989). II a ete remarque que le diametre des 
baies evolue tout au long de la journee, avec des contractions correspondant a des periodes de 
deficit hydrique accentue de la plante (Greespan et ah, 1994). 'Un stress hydrique se traduit 
notamment par une forte amplitude des contractions journalieres des baies. En revanche, 
pendant la maturation, le grossissement des baies est moins sensible au niveau d'alimentation, 
et l'amplitude des contractions journalieres est moins grande (Greespan et ah, 1996). Enfin, on 
peut supposer que le changement du mode d'importation de l'eau au debut de la maturation est 
en relation avec les processus qui contribuent a l'accumulation massive de sucres comme 
osmoticum a partir de ce stade. 

D'un point de vue moleculaire, il a ete montre chez la tomate que la proteine TRAMP, 
liee a la maturation et au stress hydrique (Fray et ah, 1994) presente de fortes identites de 
sequence avec des proteines de type PIP. Une aquaporine de vigne a ete clon6e (S. Pacaud, S. 
Delrot, non publie) et a ete localisee sur la membrane plasmique. On peut imaginer qu'une 
regulation de l'activit6 des aquaporines, facilitant le franchissement par l'eau des barrieres 
cytoplasrnique et tonoplastique, jouerait un role dans les processus de maturation des fruits. 
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1.13 Le potassium chez la vigne 

Le potassium a de multiples effets chez la vigne, non seulement au niveau des parties 
vegetatives, mais aussi dans la baie, et par consequent influe sur la qualite du vin. Ces 
differents aspects sont detailles ci-dessous. 

1.13.1 Le potassium dans les parties vegetatives 

La plupart des elements mineraux ont ete pris en compte chez la vigne dans le but d'optimiser 
les fertilisations. Comme nous Tavons vu dans la premiere partie, les roles generaux du 
potassium se situent a trois niveaux : 

un role physico-chimique, avec la neutralisation des charges negatives des 
macromolecules (acides organiques, composes phosphoryles, proteines. ..)> et la 
participation au potentiel osmotique cellulaire. 

un role enzymologique, puisque le potassium intervient en tant que cofacteur de 
reactions enzymatiques. 

- un role dans les transports a travers les membranes et les transports a longue 
distance, par son intervention dans la regulation du potentiel electrique 
transmembranaire, les mouvements stomatiques, et la migration de metabolites de 
cellule a cellule ou par les systemes vasculaires. 

Effets de la nutrition potassique chez la vigne 

Au niveau de la vigne, les apports de K + se traduisent par une stimulation de la croissance, a 
condition que le niveau d'alimentation azotee soit suffisant. Dans le cas contraire, les effets 
des apports potassiques sont difficilement perceptibles. Le potassium va permettre un meilleur 
developpernent de la canopee, d'ou une augmentation de la photosynthese, et de la production 
de sucres. II semble que 1'apport de K + favorise egalement l'initiation florale (le nombre 
d'inflorescences par bourgeon est plus important), ce qui represente pour Delmas (1971) une 
consequence de l'effet de la fertilisation potassique sur la vigueur de la plante. 

Le potassium intervient dans les flux d'eau. En tant qu'element principal du potentiel 
osmotique vacuolaire, il joue un role dans la regulation du potentiel hydrique de la cellule et 
de la plante. D'autre part, en tant que cation mobile, il joue un role essentiel dans la regulation 
de Touverture stomatique, par ses entrees et sorties des cellules de garde (Cf § 1.10). II est 
toutefois interessant de remarquer que dans les annees seches, ou des carences potassiques 
sont souvent observees (difficultes pour la plante a s'aliment^r en K + dans les couches 
profondes pauvres en cet ion), il n'y a pas d'aggravation des symptomes de secheresse par la 
carence potassique. Aucune correlation n'a'ete mise en evidence entre le potentiel hydrique 
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des feuilles et leur teneur en K\ sauf dans des cas de tres faibles teneurs en K + (moins de 
0,5 % de matiere seche). Dans ce cas, la chute du potentiel hydrique est liee au role osmotique 
de cet element (Champagnol, 1984). Mis a part ces cas extremes, le maintien du potentiel 
hydrique est probablement rendu possible par des mecanismes compensateurs, tels que 
Taugmentation de la teneur en solutes organiques. 

L'absorption de K + est plus ou moins efficace selon les conditions de culture et les 
capacites intrinseques des divers porte-greffes et greffons. Ces capacites dependent 
evidemment des caracteristiques cinetiques des systemes de transport exprimes, mais aussi du 
profil et de la maille de colonisation racinaires, et de l'alimentation hydrique qui favorise la 
mobilite de K + du sol (Champagnol, 1984). Par exemple, le porte-greffe S04 a un fort 
potentiel d'absorption, de meme que les greffons de cv Carignan. A Tinverse, la Syrah 
presente des capacites d'absorption potassique beaucoup plus faibles. 

La carence potassique 

Les carences en potassium se traduisent par un epaississement des jeunes feuilles, puis des 
vieilles feuilles. La bordiire des feuilles se decolore. Dans les cas graves, un phenomene de 
necrose peut apparaitre. II semble que ces symptomes soient lies au role joue par K + dans les 
flux phloemiens (Champagnol, 1984; Cf. § 1.7.3). En outre, la carence en K + s'accornpagne 
souvent d'une diminution de la teneur en sucres des baies, ainsi que d'une carence 
magnesienne (Morris, 1983). Enfin, un phenomene de brunissure peut se superposer a la 
carence potassique. 

La carence potassique est favorisee par la secheresse, qui limite les possibilites 
d'absorption de K + a partir des couches superficielles du sol. Elle est de plus aggravee par une 
fertilisation azotee trop importante, qui provoque une augmentation de la masse vegetale et 
done une plus grande dilution du potassium dans la plante, ainsi que par des recoltes 
excessives. 



1.13.2 Le potassium dans les baies 

La nutrition minerale de la plante influe sur la qualite du vin. L'effet precis de chacun des ions 
nutritifs est difficile a apprecier, a Texception de celui du potassium, qui intervient dans 
l'equilibre acido-basique du mout. La repartition de cet ion dans la baie et ses effets ont done 
ete intensivement etudies. 
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Repartition du potassium dans les baies 

Le potassium est le cation majoritaire des baies, devant le calcium, le magnesium et le 
sodium. Sa repartition varie dans les differents tissus de la baie et au cours du developpement. 
Le potassium est toujours plus concentre (environ 4 fois plus) dans le pericarpe que dans la 
pulpe (Possner et Kliewer, 1985; Storey, 1987). Sa teneur augmente tout au long du 
developpement et de la maturation de la baie (Possner et Kliewer, 1985). La concentration de 
- K + dans le pericarpe des baies matures est proche de 300 mmol.l" 1 (Storey, 1987) (figure 1.11). 
En outre, sa concentration peut atteindre 1 mol.1" 1 dans certaines cellules de la pulpe dans la 
peripheric proche des vaisseaux conducteurs et du pinceau (Storey, 1997; Hand et Coombe, 
1988). Des analyses plus detaillees, en microscopie aux rayons X, ont montre que la 
repartition de K + dans Thypoderme semble se faire selon un gradient diminuant des couches 
extemes vers les couches internes. II semble de plus y avoir une heterogeneite de la 
distribution de K + dans les cellules de l'hypoderme en fonction de leur distance par rapport 
aux poles de la baie (Storey, 1987). La transition avec les assises cellulaires de la pulpe est 
marquee par une nette discontinuity de la concentration de K + . L'accumulation de cet ion dans 
Thypoderme resulte probablement du fait que cette couche cellulaire est tres proche du 
systeme vasculaire peripherique, qui represente une large surface de decharge des solutes 
transportes par le phloeme. L'hypoderme contient ainsi 33 % du K + du pericarpe, alors qu'il 
n'en constitue que les 10 %, chez le cv Tarrango (Storey, 1987). 

Origine du potassium des baies 

L'origine du potassium de la baie est encore mal connue. Les grappes contiennent plus de 
50 % du potassium de la plante a maturite. Certains auteurs (pour revue, voir Champagnol, 
1984) ont observe que les ions K + presents dans les baies semblent provenir des feuilles et des 
tiges par remobilisation et redistribution. Cependant, Levy et al. (1972) n'ont pu mettre en 
evidence un phenomene de remobilisation de K + dans les feuilles. K + etant un f acteur essentiel 
de la regulation de la transpiration, et favorisant la photosynthese, il semble peu probable que 
les feuilles soient a Torigine des ions K + des baies. Williams (1987) indique cependant que les 
ions K + des tiges semblent etre en partie remobilises, mais ne peut pas preciser si les ions 
concernes sont orientes vers les baies. II suggere que les ions K + des baies proviennent plutot 
des stocks des structures permanentes de la vigne et des prelevements a partir de la solution 
du sol. Enfin, si le systeme vasculaire emprunte par K + pour arriver jusqu'aux baies reste 
indetermine avant la veraison, le phloeme est en revanche le chemin quasi-exclusif apres la 
veraison, puisque le xyleme pr6sente alors des discontinuites entre les baies et le reste de la 
plante. 
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Interactions du potassium avec les composants de la baie 

Le potassium de la baie est implique dans de nombreuses fonctions, dont celles qui ont ete 
decrites auparavant au niveau de la plante entiere. II constitue l'osmoticum inorganique 
preponderant dans les cellules de la baie, en particulier celles de la peau (Storey, 1987). Aussi, 
ses interactions avec les acides organiques de la baie ont ete particulierement etudiees. II a 
ainsi ete mis en evidence une correlation entre les quantites de potassium et de malate apres la 
veraison et le debut de la phase de maturation (Hale, 1977), mais pas entre le potassium et le 
tartrate, quel que soit le stade de maturation. Le schema des interactions KVacides organiques 
s'est precise depuis. Au stade vert, rapport de K + intervient dans le grandissement cellulaire, 
du fait de son role d'osmoticum, et ce cation agit egalement en tant que contre-ion des acides 
tartrique et malique qui s'accumuleht alors essentiellement dans le mesocarpe et un peu dans 
l'exocarpe (Possner et Kliewer, 1985; Coombe, 1987; Hand et Coombe, 1988). Puis, apres la 
veraison, la perrneabilite du tonoplaste a l'acide malique augmente (Gutierrez-Granda et 
Morrison, 1992), et la fraction d'acide malique restee sous forme libre dans la vacuole passe 
dans le cytoplasme et y est respiree. Dans ces conditions, plus les quantites de K + sont 
importantes dans les baies (suite a une fertilisation potassique importante par exemple), plus 
la fraction de sels potassiques de malate est importante par rapport a la fraction d'acide 
malique libre, ce qui a fait dire a certains auteurs {i.e. Hale, 1977) que les quantites de malate 
augmentent quand la teneur en K + augmente. En realite, l'acide malique sous forme de sels 
reste dans la vacuole et n'est pas respire. La consequence de cette accumulation de malate de 
potassium est une augmentation du pH du mout (Hale, 1977; Champagnol, 1984; Gutierrez- 
Granda et Morrison, 1992), mais sans changement de l'acidite titrable (puisque ce parametre 
est base sur l'echange de protons). 

Le tartrate est essentiellement sous forme de sels de K + (KHTartate) et Ca 2+ , qui sont tres 
peu solubles. Pour Storey (1987), les sels de Ca 2+ sont majoritaires, bien que K + soit largement 
plus represents que Ca 2+ , car le premier ion reste sous forme soluble dans la vacuole. 

Ainsi, un exces de potassium dans les baies se traduit pour un mout insuffisamment 
acide, presentant un exces de malate, dont la fermentation va donner de l'acide lactique, 
rendant le vin instable d'un point de vue chimique et biologique. Comme nous l'avons deja 
indique, si la fermentation malolactique est evitee, la presence de malate dans le jus est aussi 
facteur d'instabilite. De plus, les vins presentent une sensibilite accrue aux oxydations, un 
manque de saveur, et une couleur terne que Ton attribue a un degr6 d'ionisation des 
anthocyanes i'nsuffisant (Morris, 1983; Champagnol, 1984). 
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L'alimentation potassique de la vigne se traduit done par des effets varies au niveau des 
baies, et influence ainsi la qualite du vin issu de ces baies. Cependant, les details de ces effets 
dans la baie doivent encore etre determines. Les mecanismes responsables de l'apport de K + 
dans les baies sont encore peu connus, et des precisions doivent etre obtenues sur la 
localisation de K + en fonction de ses modes d'import. Les recherches dans cette direction sont 
encouragees par une demande de la profession viti-vinicole, car le probleme du manque 
d'acidite des vins peut de moins en moins etre resolu par des interventions cenologiques, 
progressivement interdites par les legislations. Un des objectifs a long terme de cette 
recherche serait de disposer de vignes dont l'apport de K + dans les baies serait reduit, sans 
alteration de la physiologie des feuilles et des mecanismes de regulation de la transpiration, 
aussi bien au niveau des parties vegetatives que de la baie. 

Dans ce cadre, nous nous somrnes interesses a Tun des types de systemes de transport 
potentiel de K + : les canaux. Des banques d'ADN de vigne ont ete criblees, et les deux 
premiers canaux potassiques de vigne ont ete clones et caracterises. Ces resultats sont detailles 
dans les chapitres de cette these. 
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Chapitre 2 
Materiel et Methodes 



2.1 Materiel vegetal 

2.1.1 Culture de sarments de vigne sur perlite 

Les sarments de vigne (cv Pinot noir) sont preleves sur des ceps au mois de decernbre (lors de 
la taille d'hiver). lis sont places a 4°C dans une enceinte hurnide pendant deux semaines, puis 
ils sont mis a bouturer dans un bac contenant de la perlite humide, et leur extrernite superieure 
est entouree de parafilm afin de limiter la transpiration. Lorsque les premieres feuilles et les 
racines se sont developpees, les boutures sont alimentees par du milieu de Hoagland dilue 4 
fois (Hoagland et Arnon, 1950), renouvele deux fois par semaine. 

2.1.2 Culture en hydroponie de boutures de vigne 

Les boutures sont transferees un support de polystyrene (30 cm x 30 cm x 3 cm) perce de 
trous (diametre de 20 mm environ; une bouture par trou, et une dizaine de boutures reparties 
sur le support). L'ensemble est place sur une bassine contenant 10 1 de milieu de Hoagland 
dilue 4 fois, aere par bullage continu, et renouvele une fois par sdmaine. 

2.1.3 Culture d'entretien des cals embryogenes de vigne 

Les cals embryogenes sont cultives en boite de Petri, sur du milieu C t P (Cf tableau 2.1), dans 
une enceinte a 28°C a l'obscurite. Ils sont repiques tous les mois par scission a la lame de 
scalpel et depot des fragments sur du milieu neuf, afin d'eviter leur differentiation et Tamorce 
dune embryogenese. 

2.1.4 Culture d'Arabidopsis 
Sterilisation des graines 

Les graines d'Arabidopsis sont immergees dans une solution contenant du bayrochlor (Bayrol) 
4 % et de l'ethanoj 50 %. La solution est agitee pendant 20 min, puis les graines sont rincees 3 
fois avec de Tethanol pur. Uethanol residuel est aspire et les graines sont mises a secher sous 
une hotte a flux laminaire. Elles sont semees sur un milieu gelos6. 
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Figure 2.1 : representation schematique du phage X ZAP II. 

Le phagemide pBluescript (3 kpb) est insert dans le phage EMBL 3 (43 kpb; la 
representation n'est pas & Techelle). L' insert est clone au site EcoR I de pBS. Cos: extremites 
cohesives du phage permettant sa circularisation. A-J : genes du phage necessaires a 
l'assemblage des particules virales neo-formees. Att: site d'excision du prophage. T: 
domaine terminateur de replication du ph^ge. I : domaine initiateur de replication du phage. 



Culture en boite de Petri 

Les graines axeniques sont semees sur milieu de Murashige et Skoog dilue deux fois 
(Murashige et Skoog, 1962; Sigma M5524) additionne de 1 % de saccharose, de 0,5 g.l" 1 de 
MES-KOH, pH 5,7, et de 7 g.l' 1 d'agar. Pour selectionner les plantules transgeniques 
(paragraphe 2.6.4), le milieu est additionne d'hygromycine (30 mg.l" 1 , Sigma). 

Culture en serre 

Les plantes sont cultivees en serre (23 °C, luminosite superieure a 300 /xE.m^.s 1 , 16h/8h 
jour/nuit grace a un appoint realise par des lampes a vapeur de sodium). Le substrat est 
constitue de terreau (Humin substrat N2 Neuhaus, Klasmann-Deilmann, Alleniagne). 
L'arrosage est realise avec de l'eau par sub-irrigation une fois par semaine. 

2.2 Criblage de banques d'ADN de vigne 

2.2.1 Materiel biologique 

Trois banques d r ADN de vigne ont ete utilisees. 

- Une banque d'ADNc de baies de raisin (cv Pinot noir), construite a partir d'ARN 
extraits de baies a differents stades de maturite (Clontech). Le vecteur de cette banque est le 
bacteriophage A,ZAPII, qui contient le vecteur pBluescript (Stratagene) (figure 2.1). Les 
inserts sont clones dans le multisite de clonage de pBluescript. La souche bacterienne utilisee 
comme hote est la souche E. coli XL 1 blue. 

- Deux banques d'ADN genomique, issues des cultivars Danuta et Pinot noir. La banque 
issue de Danuta est construite dans le vecteur X GEM 12 (C. Tesniere, communication 
personnelle) (figure 2.2). La souche bacterienne hote est la souche E. coli KW251 
(C. Tesniere, communication personnelle). La banque issue de Pinot noir est construite dans 
le bacteriophage EMBL 3 SP6/T7 (A. Ageorges, communication personnelle). Deux souches 
bacteriennes hotes ont ete utilisees : E. coli K802 et E, coli Pmc 128 (A. Ageorges, 
communication personnelle) 

2.2.2 Preparation de bacteries competences pour Tinfection de bacteriophages 

Un volume V de LB (peptone 10 g.l 1 , extrait de levure 5 g.l" 1 et NaCl 5 g.l" 1 ) contenant du 
maltose 0,2 % et jiu MgS0 4 10 mM est ensemence avec une colonie bacterienne. Apres une 
nuft de culture, la suspension est centrifugee a 5000 g a 4°C pendant 10 min. Le culot 
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Figure 2.2 : representation schematique du phage A, GEM 12. 

Le site de clonage des inserts est le site Xho I partiellement comble par un traitement par 
l'enzyme Klenow en presence de dCTP et dTTP, de maniere a generer des extremites 
cohesives avec les sites de restriction Sau 3AI partiellement combles. L'ADN genomique a 6te 

digere par l'enzyme Sau 3AI et traite par la Klenow en presence de dATP et dGTP. Cos : ,' v 

extremites cohesives du phage permettant sa eircularisation. | 
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bacterien est resuspendu dans un volume V/2 d'une solution de MgS0 4 10 mM froide. Les 
bacteries ainsi rendues competentes sont maintenues sur la glace jusqu'a leur utilisation. 

2.2.3 Etalement des bacteriophages 

Pour la banque d'ADNc, les bacteriophages sont etales a raison de 30000 a 40000 par boite de 
Petri de 12x12 cm. Pour les banques d'ADN genomique, les bacteriophages sont etales a 
raison de 60000 phages par boTte de Petri. 

Les dilutions adequates de bacteriophages sont mises en presence de 500 |xl de bacteries 
competentes. La suspension est incubee a 37°C pendant 15 a 30 min (15 min pour les banques 
d'ADNc, 30 min pour les banques genomiques). Sept ml de LB contenant 0,7 % d'agarose en 
surfusion (50°C) sont alors ajoutes, et la suspension est etalee sur une boite de Petri contenant 
du LB et 15 g.l" 1 d'agar. Apres une incubation a 37°C pendant 6 a 12 h, les boites sont placees 
a 4°C pendant au moins 2 h. 

2.2.4 Repliques 

Une membrane de Nylon (Biotrans™, ICN) est deposee sur la boite et laissee 1 min en contact 
avec le milieu gelose (respectivement 3, 9 et 15 min pour les deuxieme, troisieme et 
quatrieme repliques). Les bacteriophages presents au niveau des plages de lyse sont ainsi 
adsorbes sur la membrane. Les capsides des bacteriophages sont denaturees en plagant la 
membrane pendant 7 min sur du papier Whattman 3MM imbibe de solution de denaturation 
(NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M). La membrane est ensuite immer^ee pendant 7 min dans une 
solution composee de NaCl 1,5 M, Tris-HCl 0,5 M, pH 8, afin de neutraliser la solution de 
denaturation. Elle est alors rincee dans du 2x SSC (SSC : NaCl 150 mM, citrate trisodique 
15 niM, pH 7), puis placee dans un four a 80°C pendant 2 h, afin d'y fixer l'ADN. 

2.2.5 Hybridation 

Les sondes radioactives sont synthetisees comme decrit au § 2.3.4. La methode d'hybridation 
utilisee derive de celle de Church et Gilbert (1984). Deux membranes correspondant a une 
meme boite de Petri sont hybridees en parallele, de maniere a confirmer les signaux positifs. 
Les membranes sont prehybrid6es a 65°C pendant une heure dans un tampon compose de 
BSA 1 % (p/v), EDTA 1 mM, SDS 7 %, Na 2 HP0 4 0,5 M, pH 7. La sonde, denaturee a 100°C 
durant 10 min, est alors rajoutee a raison de 10 6 cpm par ml de tampon d'hybridation. 
Lhybridation dure 2j a 65°C. Les membranes sont lavees deux fois dans une solution de 
2x SSC et de SDS"0,1 % pendant 10 min a temperature ambiante, puis dans une solution de 
0,lx SSC et de SDS 0,1 % pendant 10 min -a temperature ambiante, puis pendant 10 min h 
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65°C dans cette meme solution (conditions determinees apres plusieurs essais et permettant le 
meilleur rapport signal/bruit de fond). Les deuxiemes repliques sont lavees de la meme 
maniere, mais dans une solution finale de 0,2x SSC et de SDS 0,1 %. Les membranes sont 
alors placees pour exposition sur film photographique RX (Fuji) a -80°C en presence d'ecrans 
amplificateurs, pendant 5 a 7 j. 

2.2.6 Carottage des plages positives 

Les signaux potentiellement interessants sont reperes sur les autoradiogrammes et les phages 
des plages de lyse correspondantes sont preleves par carottage de la gelose. Les carottes sont 
placees dans 1 ml de milieu SM (Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, MgS0 4 10 mM, gelatine 
0.01 %, pH 7,5) afin de permettre la diffusion des bacteriophages qu'elles contiennent. De 
nouveaux etalements de ces bacteriophages sont alors realises et soumis a de nouveaux 
criblages dans les memes conditions, jusqu'a obtention de bacteriophages correspondant a un 
clone unique. 

2.2.7 Obtention et analyse des inserts des bacteriophages de la banque d'ADNc 

Deux cents ^il de bacteries XL1 blue competentes sont melanges a 100 ^1 d'une suspension de 
bacteriophages purs et a 1 |xl de bacteriophage "helper" R408 (10 6 plages de lyse, ou pfu, par 
ml, Clontech) et incubes a 37°C pendant 30 min. Cinq ml de LB sont alors ajoutes, et le 
melange est place en agitation a 37°C pendant 4 a 5 h. La suspension est alors placee a 68°C 
pendant 20 min, puis centrifugee a 5000 g, a 4°C pendant 5 min. Le surnageant contient le 
vecteur pBluescript et son insert sous forme de phagemides. Dix \xl de phagemides sont alors 
mis au contact de 200 jxl de bacteries competentes et incubes a 37°C pendant 15 min. Une 
fraction aliquote de la suspension est etalee sur des boltes contenant du milieu LB additionne 
d'ampicilline a 100 [ig.m\'\ Apres une nuit a 37°C, des colonies bacteriennes contenant 
pBluescript et l'insert sont visibles. Cet insert est recupere par extraction du plasmide et 
digestion enzymatique. 

2.2.8 Production d'ADN des phages des banques genomiques 

Les phages A, GEM 12 et EMBL 3 ne permettent pas de recuperer directement l'insert. II faut 
done preparer'de l'ADN total du bacteriophage, puis liberer Tinsert par digestion enzymatique. 
Des plages de lyses correspondant a un phage unique sont obtenues comme explique 
ci-dessus. Trois ml de tampon "A diluent" (Tris-HCl 10 mM, MgS0 4 10 mM, pH7,5) sont 
deposes a la surface du milieu gelose, et les boites de Petri sont soumises a une agitation 
douce pendant 2 h, afin de mettre en suspension les phages dans le tampon. Cette suspension 
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est centrifugee a 4000 g a 4°C pendant 15 min. Le surnageant est incube a 37°C pendant 
15 min en presence de 1 jag de RNase et de DNase. Un volume egal d'une solution de 
PEG 8000 20 %, NaCl 2 M, est alors ajoute, et le melange est place pendant 1 h a 0°C. Les 
particules phagiques en suspension sont alors recuperees par une centrifugation a 10000 g a 
4°C pendant 20 min. Le culot est remis en suspension dans 500 ^tl de TE 
(Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). La suspension est placee a 68°C pendant 5 min en 
presence de 5 jxl de SDS 20 %. Apres ajout de 10 ^il de NaCl 5 M, les proteines phagiques 
sont extraites par un volume egal d'un melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique 
(50/48/2 v/v/v, melange PCI), puis de chloroforme/alcoor isoamylique (48/2 v/v, melange CI). 
L'ADN phagique est alors precipite par l'addition d'un volume egal d'isopropanol, et 
centrifuge a 12000 g, a 4°C pendant 30 min. Le culot est lave par de l'ethanol 70 %, seche, et 
repris dans 200 [i\ d'eau. Les acides nucleiques sont alors incubes a 37°C pendant 1 h en 
presence de 40 fig de RNase. Apres extraction des proteines par un traitement par du PCI, puis 
du CI, l'ADN est precipite par ajout de 0,1 volume d'acetate de sodium 3 M pH 4,8 et 2 
volumes d'ethanol absolu. Apres centrifugation, l'ADN est resuspendu dans 200 jLtl de TE. 

L'ADN est ensuite soumis a 6 digestions enzymatiques differentes et depose sur gel 
d'electrophorese. Ce dernier est ensuite transfere sur membrane de Nylon (C/ § 2.3.3 ), afin 
de proceder a une cartographie de l'insert par la methode de Southern. Les fragments d'interet 
sont alors purifies, clones et sequences. 

2.3 Purification et analyse des acides nucleiques 
2.3.1 Purification des ARN totaux 

L'eau, les solutions d'acetate de sodium et de LiCl sont traitees au diethylpyrocarbonate 
(DEPC) avant d'etre autoclavees. 

L'obtention d'ARN de qualite avec un bon rendement a partir de tissus de vigne est 
problematique, peut-etre du fait de la richesse en polyphenols et polysaccharides de ces tissus. 
Differents protocoles ont done ete developpes. 

Extraction d'ARN de cellules de baies en culture 

Le protocole utilise est decrit par Lobreaux et al. (1993). Les cellules de baies (5 g) sont 
broyees dans de l'azote liquide a l'aide d'un pilon et d'un mortier. Le broyat est melange a 
5 ml de tampon d'extraction (guanidine-HCl 8 M, P-mercapto6thanol 50 mM, MES 20 mM, 
EDXA 20 mM, ptf 7). L'ensemble est agit6 pendant 10 min, puis les debris cellulaires sont 
elimines par une centrifugation a 10000 g pendant 15 min. Le surnageant est additionne d'un 
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volume de PCI, agite pendant 5 min, puis centrifuge a 10000 g pendant 20 min. Les acides 
nucleiques, contenus dans la phase aqueuse, sont precipites en presence de 0,1 volume 
d'acetate de sodium 3 M pH4,8 et de 1 volume d'isopropanol, a -20°C. Le culot d'acides 
nucleiques obtenu apres centrifugation a 10000 g pendant 30 min est repris dans 3 ml d'eau. 
Les ARN sont precipites par addition de 750 jj.1 de LiCl 10 mM a 0°C pendant 16 h. Apres 
une centrifugation a 10000 g pendant 30 min, le culot contenant les ARN est lave avec de 
l'ethanol 70%, transfere dans un microtube de 1,5 ml et solubilise dans 200 ill d'eau. La 
solution est traitee par 200 (il de CI afin d'eliminer les polysaccharides residuels. La 
concentration des ARN est determinee par mesure de l'absorbance a 260 nm. 

Extraction d ARN des parties vegetatives aeriennes 

Le protocole utilise derive de celui decrit par Fillion et al. (1999). Le materiel vegetal (1,5 g) 
est broye dans de l'azote liquide a l'aide d'un mortier et d'un pilon, puis est melange a 10 ml de 
tampon d'extraction (perchlorate de sodium 5 M, Tris-HCl 0,3 M pH 8,3, PVPP 8,5 %, 
PEG 4000 2 %, SDS 1 %, P-mercaptoethanol 1 %). La solution est incubee a 37°C pendant 
30 min, puis centrifugee a 5500 g a 4°C pendant 15 min. Le surnageant est filtre sur 2 couches 
de Miracloth (Calbiochem) et additionne de 2,5 volumes d'ethanol absolu froid. Apres 
centrifugation a 5500 g a 4°C pendant 15 min, le culot d'acides nucleiques est lave par de 
l'ethanol 70 %, seche, puis solubilise dans 4 ml d'eau. Les proteines sont extraites par trois 
additions de 4 ml de PCI, puis deux de 4 ml de CI. L'ajout de 0,5 volume d'ethanol absolu 
permet de precipiter une partie des polysaccharides restants. Apres centrifugation a 9000 g, a 
4°C pendant 10 min, le surnageant contenant les ARN est additionne de 0,1 volume d'acetate 
de sodium 3 M et de 2,5 volumes d'ethanol absolu. Apres precipitation, le culot d'ARN est 
lave par de l'ethanol 70 % et repris dans 100 \x\ d'eau. 

Si la solution est tres visqueuse, une seconde extraction de polysaccharides est realisee 
par addition de 0,5 volume d'ethanol absolu, et les ARN sont precipites de la meme maniere 
que precedernment. lis sont solubilises dans 100 |xl d'eau. La concentration des ARN est 
estimee par mesure de Tabsorbance a 260 nm. 

Extraction d'ARN de baies 

Le protocole d'extraction des ARN totaux de baies de raisin derive de celui decrit par Tesniere 
et Vayda (1991). Cinq g de baies epepinees et broyees dans de l'azote liquide sont melangees 
a 23 ml de tampon d'extraction (Tris-HCl 200 mM, LiCl 300 mM, EDTA 10 mM, 
deoxycholate de sodium 1 %, SDS 1,5 %, anthranilamide 1 mM, thio-uree 5 mM, 
DTT 10 mM, Igepal 1 %, pH 8,5). Apres centrifugation a 12000 g a 4°C pendant 30 min, le 
surnageant est filtre sur du Miracloth. Apres'ajout de CsCl (0,2 g.ml" 1 ), le melange est depos6 
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sur un coussin de 10 ml compose de CsCl 5,7 M, Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM, et soumis 
a une ultracentrifugation a 25000 rpm (Beckman, SW 28) a 20°C pendant 24 h. Le culot 
d'ARN est solubilise dans 1 ml d'eau. Apres une nouvelle precipitation obtenue par addition 
de 0,2 volume de LiCl 3 M et 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 1 h, puis 
centrifugation a 12000 g a 4°C pendant 30 min, le culot est lave trois fois par 500 ^il d'acetate 
de sodium 3 M, pH5,5, et centrifuge a 12000 g a 4°C pendant 15 min. Le culot est ensuite 
lave par 500 |al d'ethanol 70 %, puis seche. 1 Les ARN sont remis en suspension dans 50 yd 
d'eau, et leur concentration estimee par mesure de l'absorbance a 260 nm. 

Extraction d'ARN de racines 

Ce protocole est decrit par Parcy (Parcy et al, 1994; Parcy et Giraudat, 1997). Un g de broyat 
de racines est melange a 2 ml de tampon d'extraction compose de Tris-HCl 25 mM pH 8, 
EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, SDS 1 %, P-mercaptoethanol 1 M. Deux ml de melange PCI 
(50/24/1 v/v/v) sont rajoutes. Les echantillons sont alors gardes dans la glace durant toute la 
purification. Apres centrifugation a 10000 g a 4°C pendant 10 min, la phase aqueuse est 
traitee une seconde fois par 2 ml de PCI 50/24/1. Apres centrifugation dans les memes 
conditions que precedemment, la phase aqueuse est traitee par 2 ml de CI. Les ARN sont alors 
precipites par ajout goutte a goutte d'un quart de volume de LiCl 10 M. Le melange est place 
a 0°C durant une nuit. Apres centrifugation a 10000 g a 4°C pendant 20 min, le culot est casse 
dans du LiCl 2 M, puis centrifuge a 12000 g a 4°C pendant 5 min. II est alors resuspendu dans 
400 jjlI d'eau, et reprecipite par ajout d'un dixierne de volume d'acetate de sodium 3 M et de 2 
volumes d'ethanol absolu. Apres centrifugation a TOOOO g a 4°C pendant 20 min, et lavage a 
l'ethanol 70 %, le culot est resuspendu dans 200 jul d'eau. La concentration des ARN est 
estimee par mesure de l'absorbance a 260 nm. 

2,3.2 Purification d'ADN genomique de vigne 

Le materiel vegetal (3 g d'organes en developpement) est broye dans de l'azote liquide et 
melange a 20 ml de tampon detraction (CTAB 2 %, NaCl 1,4 M, Tris-HCl 100 mM, 
EDTA 20 mM, (3-mercaptoethanol 0,5 %, pH 8). Le melange est place a 65°C pendant 1 h et 
est agite periodiquement. Apres une addition d f un volume de CI, la solution est agitee 
doucement pendant 20 min, puis centrifug6e a 5000 g a 4°C pendant 20 min. Le surnageant 
est additionne' de 4 ml de CTAB 10 % et agite doucement jusqu'a obtention d'un melange 
huileux. Un volume de CI est alors ajoute, et Tensemble est agite doucement pendant 30 min. 
Apres centrifugation a 5000 g k 4°C pendant 20 min, les acides nucl&ques contenus dans la 
phase aqueuse sent precipites par addition lente de 10 ml 'd'isopropanol froid, puis 
centrifugation a 5000 g a 4°C pendant 5 min, Le culot est lave avec de l'ethanol 70 %, seche, 
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et resuspendu dans 500 jxl de TE. Cinquante pig de RNAse sont ajoutes, et la solution incubee 
a 37°C pendant 1 h. Quatre cents jig de proteinase K sont alors rajoutes, et la solution est 
incubee a 50°C pendant 30 min. Les proteines sont extraites par 3 traitements successifs avec 
500 (Jtl de PCI. La phase aqueuse est ensuite traitee par du CI (2 extractions en general). 
L'ADN est alors precipite par ajout de 0,6 volume d'acetate d'ammonium 7,5 M et de 2 
volumes d'ethanol absolu. Apres centrifugation a 12000 g a 4°C pendant 30 min, le culot est 
lave par de l'ethanol 70 %, seche, et dissous dans 200 julI de TE. La concentration de l'ADN est 
estimee, apres electrophorese en gel d'agarose, par comparaison de l'intensite d'une fraction 
aliquote de la solution d'ADN genomique avec l'intensite de la bande a 23 kpb de l'ADN du 
bacteriophage X digere par Hind HE (Eurobio). 

2.3.3 Fractionnement des acides nucleiques sur gel d'agarose et transfert sur membrane 
de Nylon 

Les ARN sont fractionnes par electrophorese en gel d'agarose (1,2%), dans un tampon 
compose de MOPS 20 mM, d'acetate de sodium 1 mM, d'EDTA 1 mM et de formaldehyde 
6,6 %, pH 7. Avant electrophorese, les echantillons sont denatures dans du tampon de 
migration, en presence de formamide 45 %, de formaldehyde 6,6 % et de bromure d'ethidium 
(BEt) 0,02 mg.ml" 1 , a 65°C pendant 10 min. La migration est realisee a 40 V pendant 3,5 h, 
dans une cuve "Wide mini-sub Cell" (BioRad). Apres migration, les ARN peuvent etre 
transferes sur une membrane de Nylon (GeneScreen, NEN) par capillarite dans du tampon 
lOx SSC durant une nuit. La membrane est rincee dans du 2x SSC, puis est soumise a une 
irradiation aux UV (254 nm, Fluo-link, Bioblock) pendant 1-2 min de fagon a y fixer les 
ARN. La membrane peut etre stockee seche a 4°C. 

Les fragments d'ADN sont separes par electrophorese en gel d'agarose (concentration 
variable, de 0,7 a 2 %) dans un tampon TAE (Tris-acetate 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM) en 
presence de BEt 0,02 %. Apres migration, les fragments peuvent etre transferes sur une 
membrane de Nylon. Pour cela, l'ADN est partiellement "depurine" par immersion du gel 
dans de l'HCl 0,25 N pendant 30 min. Le gel est ensuite agite dans un tampon de denaturation 
(NaCl 1,5 M, NaOH0,5 M) pendant 30 min. Apres deux ringages avec de 1'eau, il est place 
dans un tampon de neutralisation (NaCl 1,5 M, Tris-HCl 0,5 M pH7,2, EDTA 1 mM) 
pendant 30 min. L'ADN est transfere sur une membrane de Nylon (Biotrans™, ICN) par 
capillarite dans du tampon lOx SSC, comme decrit ci-dessus pour les ARN. 
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2.3.4 Hybridation moleculaire 

Marquage des sondes radioactive s en "random priming 19 

Les sondes sont marquees avec du 32 P en utilisant le kit Prime-a-Gene™ (Labelling System, 
Promega), selon les indications du fournisseur. Pour cela, 50 ng de matrice ADN double brin 
denatures a la chaleur sont mis en presence d'hexanucleotides de sequence aleatoire, 
d'cc 32 P-dATP et d'ot 32 P-dCTP 333 nM (activite specifique : 3000 Ci.mmol '), de dTTP et de 
dGTP 20 /xM, de BSA400 ng./if 1 et du fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'E. coli 
dans le tampon de reaction (Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl 2 5 mM, DTT2rnM, 
HEPES 200 mM pH 6,6). Apres 1 h a temperature ambiante, les molecules marquees sont 
separees des oligonucleotides et des nucleotides non incorpores par passage sur une colonne 
d'exclusion (Sephadex G50, Nick Column, Pharmacia). 

Marquage des sondes par PCR 

Cette technique est utilisee pour marquer des fragments d'ADN de taille inferieure a 300 pb. 
Entre 10 et 20 ng du fragment a marquer sont melanges au tampon de reaction (25 /xl) 
additionne de MgCl 2 2,5 mM, de 2,5 pmoles de chaque amorce, de cc 32 P-dATP 333 nM, de 
dCTP, dTTP et dGTP 30 fiM, de dATP 666 nM et de 0,25 unite d'ExtraPol I (Eurobio). Le 
protocole d'amplification est le meme que celui decrit au paragraphe 2.4, excepte pour le 
temps de polymerisation, qui est de 2 min. 

Hybridation des acides nucleiques 

Les membranes obtenues apres transfert des ADN ou des ARN sont d'abord mouillees avec 
du 5x SSC. Elles sont ensuite mises en presence de tampon d'hybridation (formamide 50 %, 
5x SSC, sulfate de dextran 10%, N-lauryl-sarcausine 1 %) a 44°C. La sonde marquee avec du 
32 P (3.10 6 cpm par ml de tampon d'hybridation) et de l'ADN de sperme de saumon sonique 
(Eurobio, 100 fig par ml de tampon d'hybridation) sont denatures a 95°C pendant 10 min et 
mis en presence de la membrane. Apres une nuit a 44°C, la membrane est lavee deux fois 
dans une solution de 2x SSC, SDS 0,1 % a temperature ambiante pendant 10 min, puis dans 
une solution de 0,lx SSC, SDS 0,1 % a 44°C pendant 30 min. La membrane est appliquee 
contre un ecran de phosphore. Les signaux sont detectes sur cet ecran a l'aide d'un 
Phosphorimager (Storm 860) et quantifies a Taide du logiciel ImageQuant (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA). Les membranes sont ensuite mises en autoradiographic, contre un 
film RX (Fuji), en presence d'un ecran intensificateur. 
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2.4 Amplification des acides nucleiques par PCR 

2.4.1 PCR 

Les reactions de PCR sont realisees a l'aide de la polymerase thermostable de Thermus 
brokianus (ExtraPol /, Eurobio). Le melange reactionnel (50 /xl) contient du tampon de 
reaction fourni avec l'enzyme (Tris-HCl 10 mM pH 8,8, KC1 50 mM, Triton X100 0,1 %), 
MgCl 2 2,5 mM, 0,5 unite d'ExtraPol /, chacun des deoxynucleotides triphosphate (dNTP) 
200 fjM, 5pmoles de chaque amorce nucleotidique, et de 0,1 a 50 ng de matrice. 
Generalement, les protocoles d 1 amplification comportent. un traitement de 5 min a 95 °C, suivi 
de 35 a 40 cycles denaturation / hybridation / elongation : 45 s a 95 °C / 30 s a la temperature 
d'hybridation des amorces / 1 a 3 min a 72°C. La temperature d f hybridation est de 2 degres 
inferieure a la Tm des amorces, calculee selon la formule Tm=2x(A+T)+4x(G+C). Le temps 
de reaction varie en fonction de la longueur du fragment a amplifier : generalement 
une minute par kpb a amplifier. 

Lors des amplifications de sequences promotrices et d'ADNc, la polymerase 
thermostable de Pyrococcus furiosis (Pfu, Promega) est utilisee. Elle possede une activite 
exonuclease de 3' vers 5' et permet une amplification de l'ADN avec un taux d'erreur tres 
faible. Avec cette enzyme, les reactions de PCR sont realisees dans du tampon (Tris-HCl 
20 mM pH 8,8, KC1 10 mM, (NH 4 ) 2 S0 4 10 mM, MgSO, 2 mM, Triton X100 0,1 %, BSA 0,1 
mg.ml 1 ) additionne des memes composants que le tampon utilise pour l'enzyme ExtraPol I. 
Le temps de polymerisation est de 2 min/kpb. 

2.4.2 5-RACE 

Cette technique permet d'amplifier par PCR la partie 5' inconnue d'un ADNc a partir d'une 
preparation d'ARNrn. Le protocole est presente sur la figure 2.3. 

Les ARN totaux sont extraits par les methodes decrites dans le § 2.3.1. Les ARNm sont 
purifies en utilisant le systeme polyAtract™ (Promega) selon les recommandations du 
fournisseur. La transcription inverse de 2 fig d f ARNm est realisee en presence de lOpmoles 
de Toligonucleotide 1 (figure 2.1) et de 200 U de Superscript™ (Gibco-BRL) selon les 
recommandations du fournisseur. Le deuxieme brin d'ADN est synthetise dans 100 /xl d'un 
milieu (Tris-HCl 40 mM pH7,2, KC1 90 mM, MgCl 2 3 mM, DTT 3 mM, BSA 0,5 jig-mT 1 , 
dNTP 0,2 mM) contenant 23 U d'ADN polymerase I d'E. coli (Promega) et 0,8 unite de 
RNase H (Promega) a 14°C pendant 2 heures. Une unite d'ADN polymerase du phage T4 est 
ajoutee au melange. Apres 10 min d'incubation a 37°C, 10 /xl d'EDTA 200 mM et un volume 
de PCI (50/48/2) sont ajoutes successivement. La phase aqueuse est traitee avec un volume de 
CI r (48/2), et les "acides nucleiques sont precipites par Taddition de 0,5 volume d'acetate 
d'ammonium 7,5 M, de 0,4 /xl de glycogene 35 mg.ml* 1 et de 2,5 volumes d'ethanol. Apres 
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Adaptateurs et amorces 
A 5 ' CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGGAGGT 3 1 

B 5 ' P-ACCTCCC-NH2 3' 

2 5 * GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 3 ' 

4 5 ' CTATAGGGCTCGAGCGGC 3 ' 

Amorces specifiques de SOR 
1 5 ' GCACACCCTAATCAACCTAATCCATAAG 3 1 

3 5 ' CCCTGTAGGCAAGGAAGAATCGGAGC 3 ' 

5 5 1 GGGTGTGAAAAATGAAGAGTACACTG 3 ' 

Figure 2.3 : principe de la S'-RACE et sequences des oligonucleotides utilises pour 
l'amplification des parties 5' de l'ARNrn SOR. 

Le protocole est decrit dans le paragraphe 2.4.2. A. Un ADN simple brin est synthase par 
transcription inverse des ARNm k l'aide de l'amorce 1 s'appariant au niveau de la partie codant 
le segment S4 de SOR. Le deuxieme brin est synthetise et TADN double brin obtenu (en noir) 
est ligature a un fragment d'ADN double brin (adaptateur) possedant une extremite 5 f sortante 
aminee (fragments A et B, en gris). La premidre reaction de PCR est realisee avec Tamorce 2 
s'hybridant au niveau du fragment d ! ADN ligatur6 et Tamorce 3 s'hybridant au niveau de la 
partie codant le segment S2 de SOR. La deuxieme reaction de PCR est realisee avec une autre 
amorce (4) s'hybridant au niveau du fragment d'ADN ligature et l'amorce 5 s'hybridant au 
niveau de la partie codant le segment SI de SOR. Les fragments d'ADN obtenus sont clones et 
sequences. B. Sequences de 5' vers 3' des amorces utilisees. 



15 min a -20°C, la solution est centrifugee et le culot d'ADNc est remis en suspension dans 
10 fil d'eau. 

Deux oligonucleotides (A et B sur la figure 2.3), sont melanges en rapport equimolaire 
(10 fiM final) a 95°C et sont hybrides par diminution progressive de la temperature jusqu'a 
25°C. Deux fil de la solution contenant 1'oligonucleotide double brin ainsi forme (adaptateur) 
sont melanges a 5 fil de la solution contenant I'ADNc, en presence de tampon et de 1 unite de 
ligase (GIBCO-BRL). La reaction de ligature se deroule a 16°C pendant une nuit. Le produit 
de ligature est dilue 10 fois avant les reactions de PCR. 

Une premiere reaction de PCR (30 cycles) est realisee avec des amorces s'hybridant 
dans l'adaptateur d'une part et en amont de Tamorce de transcription inverse d'autre part 
(oligonucleotides 2 et 3, figure 2.3). Les temperatures d'hybridation des 10 premiers cycles 
varient de 70 a 60°C afin de favoriser lors de l'amplification les hybridations les plus 
specifiques. Une deuxieme PCR (35 cycles) est realisee en prenant une dilution du produit de 
la premiere PCR comme matrice, et en utilisant une amorce s'hybridant dans l'adaptateur et 
une s'hybridant dans I'ADNc (oligonucleotides 4 et 5, figure 2.3). Le produit de cette 
deuxieme PCR est depose sur gel d'agarose 2 %. Les fragment peuvent ensuite etre clones et 
sequences. 

2.4.3 RT-PCR 

Dix |Lig d'ARN totaux, ou 500 ng d'ARNm (purifies comme decrit dans le § precedent) sont 
incubes a 65 °C pendant 5 min en presence de 5 pmoles ^oligonucleotide (polyd(T) 15 ou 
amorce specifique), dans un volume de 10 \il Le melange est alors place a 42°C, et le milieu 
reactionnel contenant 200 U de l f enzyme Superscript II (Gibco-BRL) est rajoute, selon les 
indications du foumisseur. La reaction dure 30 min. Un jxl du melange peut alors servir de 
matrice pour une reaction de PCR, comme decrit dans le § 2.4.1. 

2.4.4 RT-PCR quantitative 

La methode est identique a celle des RT-PCR classiques decrite ci-dessus, mais il faut se 
placer dans des conditions qui permettent de comparer les quantites de produits 
d'amplification, et r6peter le processus de maniere a obtenir un resultat statistiquement 
significatif. 

Trois reactions de transcription inverse independantes sont realisees, chacune avec 5 
pmoles d'amorce specifique de chaque gene teste et d'un gene temoin dont Texpression est 
consideree comme constitutive. Les produits de ces reactions sont ensuite melanges, de 
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maniere a niveler les differences d'efficacite de reaction. Un fxl de ce melange sert de matrice 
pour les reactions de PCR. Pour chaque gene etudie, 3 PCR independantes sont effectuees. 

Au cours des reactions de PCR, entre le dixieme et le vingt-quatrieme cycle, des 
aliquotes de 2,5 |oi sont prelevees. Elles sont deposees dans des tubes au fond desquels 
0,8 nmol de NaOH a ete asseche, de maniere a denaturer les produits de PCR sans 
augmentation de volume, car cela peut introduire un biais dans les petits volumes pipetes par 
la suite. Un jLtl des produits de PCR ainsi denatures est alors depose sur une membrane sous 
forme de "dots". La membrane est hybridee avec une sonde correspondant a l'ADNc etudie, 
selon le protocole decrit au paragraphe 2.3.4. Les signaux sont detectes sur un ecran par un 
Phosphorimager (Storm 860) et quantifies a l'aide du logiciel ImageQuant (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA). Dans un premier temps, l'analyse statistique qui suit a pour but de 
determiner a quels cycles l'amplification PCR se fait de maniere lineaire, et dans un deuxieme 
temps, de quantifier la quantite de transcrits par rapport au gene temoin a un cycle donne. 



2.5 Autres techniques de biologie moleculaire 

2.5.1 Clonage 

Les protocoles des techniques de base de biologie moleculaire (purification d'ADN 
plasmidique, clonage, transformation d!E. coli) sont ceux decrits dans le manuel Current 
Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 1993). Sauf indication contraire, les enzymes de 
restriction et de modification de l'ADN proviennent de Gibco IJRL et sont utilisees selon les 
recommandations du foumisseur. Les souches bacteriennes utilisees pour les amplifications 
de clones sont E. coli DH5cc et E. coli JM109. Le sequen?age de l'ADN est realise par la 
technique de terminaison de chaine (Sanger, 1977) a Taide du kit T7 Sequencing (Pharmacia) 
suivant les recommandations du foumisseur. 

2.5.2 Mutagenese 

La mutagenese de l'ADNc SOR a ete realisee a Taide du kit "Site-directed mutagenesis with 
the Altered Sites II System", selon les instructions du foumisseur (Promega). Le principe de la 
mutagenese est base sur l'amplification d'un fragment d'ADN simple brin a l'aide d'un 
oligonucleotide contenant les mutations a inserer et de la polymerase du phage T4, puis sa 
multiplication clonale dans des bacteries depourvues de l'activite de reparation des 
mesappariements (ES1301). 

La premiere etape consiste a doner dans le vecteur pAlter du kit une "cassette" 
correspondant a un fragment de l'ADNc qui comporte la sequence & muter. L'ADNc SOR est 
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Figure 2.4 : carte du plasmide pBI 320.X. 

II contient a la suite du site multiple de clonage une construction composee du gene 
rapporteur GUS, place sous le controle du promoteur 35S, et suivi du terminateur de la 
nopaline synthase (3'NOS). Le site Nco I est situe au niveau du codon initiateur de la 
traduction du gene GUS. Ce plasmide porte le gene de resistance a l'ampicilline pour la 
selection bacterienne. 



done digere au niveau des sites uniques de restriction Nsi I (position 58) et Ssp I (position 
1711), et le fragment de 1650 pb est clone dans pAlter au niveau des sites Pstl et Smal du 
polylinker. Le plasmide denature par NaOH 0,2 N est mis en presence d'une amorce fournie 
dans le kit (0,25 pmoles) et de Toligonucleotide comportant la sequence mutee : 

5' CATTTCTCTCAGATTTACAGCATGTAGATCTCCTCTACGAACAGTGGCCATTGT 
GATGATTGC 3' (0,25 pmoles). La sequence de cet oligonucleotide a ete determinee de 
maniere a introduire un site de restriction Bgl n, qui n f existe pas dans le vecteur pAlter ni 
dans la sequence de l'ADNc sauvage, ce qui permet un criblage rapide. Le melange est incube 
en presence de 10 U de polymerase du phage T4 et de 3 U de ligase de maniere a circulariser 
les fragments amplifies. Des bacteries ES1301 competentes (100 /xl) sont transformees par 
1,5 /xl du melange reactionnel precedent. Une minipreparation d'ADN permet de recuperer les 
plasmides possedant un site de restriction Bgl II. Ces plasmides sont retransformes dans des 
bacteries JM109 de maniere a les amplifier et les sequencer. 

Apres maxipreparation d'un plasmide comportant effectivement les mutations desirees, 
la cassette est excisee du vecteur pAlter au niveau des sites uniques Pflm I (position 495) et 
BseRl (position 1147), et inserree dans l'ADNc SOR digere par les memes enzymes. 
L'ensemble est sequence avant l'utilisation pour la transformation de pi antes. 



2.6 Transformation genetique 

2.6.1 Construction du gene rapporteur promoteur SIRKzGUS 

Le promoteur SIRK (3 kpb) a ete obtenu par PCR a Taide d'amorces specifiques en utilisant 
comme matrice l'ADN du bacteriophage contenant le gene SIRK. L'amorce s'hybridant au 
niveau du codon initiateur de la traduction introduit un site Nco lace niveau, afin de realiser 
une fusion traductionnelle avec la sequence codant V enzyme GUS. La seconde amorce 
s'hybride 3 kpb en amont de la premiere et introduit un site Xho I. Le fragment obtenu est 
clone dans le plasmide pBluescript. Apres une digestion par les enzymes de restriction Nco I 
et Xho I, la construction est introduite dans le vecteur pBI 320.X (figure 2.4) digere par les 
memes enzymes. La construction obtenue est digeree par les enzymes de restriction Sac I et 
Kpn I et le fragment libere est introduit dans le vecteur binaire pBEB-Hygro (figure 2.5A) 
digere par les memes enzymes. 
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Figure 2.5 : cartes des plasmides pBIB-Hygro et pRT 101. 

A. Le plasmide pBEB-Hygro est un vecteur binaire. Le site multiple de clonage est place du 
cote de la bordure gauche (Bg). II est suivi en 3' du terminateur de la nopaline synthase (PolyA 
Nos). Du cote de la bordure droite (Bd), le gene de resistance a l'hygromycine HPT (selection 
des plantes transformees) est sous le controle du. promoteur de la nopaline synthase. Le 
terminateur du gene 7 (PolyA g7 ) d'Agrobacteriurn. tumefaciens lui fait suite. Ce vecteur 
comporte egalement un gene de resistance a la kanamycine, sous controle d'un promoteur 
bacterien, pour la selection bacterienne (non montre). Les tailles des differentes sequences en 
paires de bases sont indiquees au bas des scherpas, et les sites de restriction au-dessus. 

B. Le site multiple de clonage de pRT 101 est encadr6 par le promoteur 35S et le terminateur de 
la nopaline synthase. Les sites de restriction Hind HI, Sph I, et Pst I permettent l'excision de 
l'ensemble de la construction. Le plasmide porte le gene de la resistance a l'ampicilline (non 
montre). 



2.6.2 Construction des chimeres promoteur 35S-ADNc SOR 

Un ADNc codant un canal SOR non fonctionnel a ete obtenu par mutagenese dirigee (§ 
2.5.2). Les deux ADNc (sauvage et mutant) ont ete excises du plasrnide pBluescript par 
utilisation des enzymes Sal I et Sac I et traites par la polymerase du phage T4 de maniere a 
generer des extremites franches. lis ont ensuite ete phosphoryles par la polynucleotide kinase 
du phage T4 et clones dans le plasrnide pRT 101 (figure 2.5B; Topfer et al. 9 1987) digere par 
l'enzyrne Sma I, de maniere a etre inseres entre le promoteur 35S du virus de la mosai'que du 
chou-fleur et le terminateur de la nopaline synthase. 

Les deux constructions ainsi obtenues ont ensuite ete excisees du plasrnide pRT 101 par 
l'enzyrne Pst I, puis inserees dans le vecteur pBluescript digere par la meme enzyme. Les 
inserts ont alors ete excises en deux etapes : tout d'abord une digestion par l'enzyrne Apa I, 
suivie d'un traitement polymerase/ polynucleotide kinase du phage T4 afin de generer une 
extremite franche, puis une digestion par l'enzyrne Sma I. De meme, pBIB-Hygro, le vecteur 
recepteur final, a ete digere par l'enzyrne Hind m, traite par les polymerase/polynucleotide 
kinase du phage T4, puis digere egalement par Sma I afin de recevoir les inserts. 

2.6.3 Transformation des agrobacteries 

La souche d'agrobacteries EHA 105 (derivant de EHA 101, Hood et al, 1986) porte un gene 
de resistance a la rifampicine (rif). Le vecteur binaire pBIB introduit dans ces bacteries porte 
un gene de resistance a la kanamycine (kan). Les deux antibiotiques sont utilises a la 
concentration de 50 /ig.mT 1 . 

La souche d'agrobacteries MP90 (GV 3101) porte egalement un gene de resistance a la 
rifampicine et contient un plasrnide conferant la resistance a la gentamicine (gen). Les 
antibiotiques sont utilises aux concentrations de 50 /ig.mT 1 et de 25 jig.mT 1 respectivement. 

Preparation des agrobacteries competentes 

Les agrobacteries sont cultivees dans du milieu LB additionne de rifampicine (pour la souche 
EHA 105) ou de rifampicine plus gentamicine (souche MP90) pendant une nuit a 30°C. La 
culture est diluee au 100 fcme dans 200 ml de LB rif-gen. Apres 4 h de croissance a 30°C sous 
agitation, la culture est centrifugee ii 4500 g pendant 20 min. Les bacteries sont resuspendues 
dans 10 ml de TE froid, puis centrifugees a 4500 g pendant 15 min, et resuspendues dans 
20 ml de- LB froid. Les bacteries sont ensuite aliquotees (500 fil) et congelees dans de l'azote 
liquide avant d'etre stockees a -80°C. Un passage ulterieur a une temperature voisine de -20°C 
pendant quelqugs heures ameliore considerablement l'efficaoite de transformation des 
agrobacteries. 
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GS.CA 


BFe 2 
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NN 


MS/2 
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MS 
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Fe-EDTA 


MS 


X /TO 

MS 


zXJVLo 


Vitamines/acide amines 
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13 J 




v^aoL/iiii' y 


1 e/1 






Saccharose 


30 g/1 


60 g/1 


20 g/1 


Gelifiant 


Phytagel 5 g/1 


Agar 10 g/1 


Agar 7 g/1 


Charbon actif 




2,5 g/1 




2,4 D 


5[iM 






NOA 




10 jaM 




AIA 




20 nM 




BAP 


1 \iM 


1 llM 


5 |iM 


pH 


6 


5,7 


6 



Tableau 2.1 : composition de different? milieux utilises pour la culture de cals de vigne. 
Les abreviations se referent aux milieux precedemment publies : MS : Murashige et Skoog 
(1962); B5 : Gamborg et al (1968); NN : Nitsch et Nitsch (1969); T : Torregrosa et al (1995); 
TB: Torregrosa et Bouquet (1995). L'indicatipn d'un milieu en regard d'un constituant indique 
que la concentration de ce constituant est celle utilisee dans le milieu indique. 



Transformation des agrobacteries 

Les agrobacteries sont decongelees dans de la glace pendant 2 h. Le plasmide a introduire 
(5 fig) est mis en presence des bacteries pendant lOmin dans la glace. Les bacteries sont 
ensuite plongees dans de 1'azote liquide pendant 1 min puis incubees a 37°C pendant 5 min. 
Cinq cents fil de LB sont ajoutes a la suspension de bacteries. Apres 4 heures de culture a 
30°C, les agrobacteries sont etalees sur une boite de Petri contenant du milieu LB rif-gen-kan 
et 15 g.l' 1 d'agar. Les colonies apparaissent au bout de 2 jours de culture a 30°C. 

2.6,4 Transformation des plantules d'Arabidopsis 
Transformation 

La methode utilisee est celle decrite par Bechtold et al (1993) et adaptee par Clough et Bent 
(1998). La culture ^agrobacteries est realisee dans 500 ml de LB-kan, a partir d'une preculture 
ensemencee la veille dans du LB rif-gen-kan. Lorsque la culture a atteint la phase stationnaire 
de croissance (apres une nuit), elle est centrifugee a 4500 g pendant 15 min. Les agrobacteries 
sont resuspendues dans 400 ml d'une solution composee de saccharose 5 % et de silwet L-77 
0,05 % (Witco, Organosilicone Group, CH) par une agitation a ca 250-300 rpm. Les hampes 
florales de plantes agees de 5 semaines sont trempees dans cette solution pendant deux fois 
1 min environ. Les plantes sont ensuite placees pendant 24 h dans une enceinte ou regne une 
humidite relative de 100 %, puis elles sont transferees dans une serre jusqu'a la formation des 
graines. 

Selection des plantules transgeniques 

Les graines issues des plantes mises en presence des agrobacteries sont recoltees, rendues 
axeniques et semees sur boites de Petri contenant de Thygromycine (§ 2.1.4). Les plantules 
resistantes a l'antibiotique sont transferees en terre. La presence du transgene est verifiee par 
PCR sur de l'ADN genomique, a l'aide d'amorces specifiques de la construction introduite. 

2.6.5 Transformation des cals embryogenes de vigne 
Transformation et regeneration de plantules 

Une culture d'agrobacteries contenant le vecteur a introduire dans les cals est realisee dans 
50 ml de milieu MGL (tryptone 5 g.l' 1 , extrait de levure 2,5 g.l' 1 , NaCl 5 g.l" 1 , mannitol 5 g.l* 1 , 
L-glutamante 1 g.l 1 , KH.PO, 0,3 g.l 1 , MgS04 0,1 g.l 1 , Fe-EDTA 8 mg.l 1 , biotine 5 jxg.l 1 ) 
rif-kan, a partir d"une preculture ensemencee la veille dans du Lfi rif-kan. Apres une nuit a 
30°C, la culture est centrifugee a 4000 g„ a 4°C durant 15 min, et le culot bact£rien est 
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Figure 2.6 : regeneration de vignes apres transformation de cals embryogenes. 
A : cals poussant sur milieu C^P. 
B : cals poussant sur milieu GSjCA. 

C : emergence de zones resistantes a Thygromycine, potentiellement transformees (r). Le reste 

du cal brunit, se necrose (n), les cellules n'ayant ,pas integre le transgene. 

D : apparition de Phypocotyle (h) et de la zone rhizogene (zrh) d'un embryon. 

E : developpement de la zone cotyledonnaire d'un embryon (zco). 



resuspendu dans 100 ml de milieu deduction compose de sels ABB IX (Guyon et ah, 1980), 
NaB^PO, 2mM, MES 40 mM, glucose 0,5 %, acetosyringone 100 \iM, pH 5,6. Apres deux 
heures d'incubation a 28 °C sous agitation a 100 rpm, les bacteries sont centrifugees a 4000 g, 
a 4°C pendant 15 mn et resuspendues dans du milieu LCM (identique au milieu GS,CA 
additionne d'acetosynringone 100 jjM, et depourvu des regulateurs de croissance, d'agar et de 
charbon actif; Cf tableau 2.1) de maniere a obtenir une suspension d'une DO egale a 0,3 
(environ 10 6 bacteries par ml). L'inoculation des cals est faite a raison de 10 ml de suspension 
bacterienne pour 1 g de cals embryogenes. Les cals sont incubes pendant 10 min apres une 
agitation vigoureuse, puis separes de la suspension bacterienne par depot sur un filtre de 
Nylon (maille: 100 |xm 2 , Millipore), pose ensuite sur un filtre de papier Whattman n°l sterile. 
Les cals ainsi "seches" sont alors transferes sur du milieu de co-culture (GS,CA ou CjP). La 
co-culture est realisee pendant 2 jours a 22°C (Dillen et al, 1997). Les cals sont alors laves 
dans du milieu LCM, recuperes sur filtre de nylon, seches sur du papier Whattman comme 
ci-dessus, et transferes sur des boites de Petri de 55 mm de diametre con tenant du milieu 
GC,CA ou CjP additionne de 500 (Xg.ml 1 de cefotaxime (Hoescht) et de 200 fig-mf 1 
d'augmentine (Duchefa). Apres 3 semaines, les cals sont transferes pour 3 a 4 semaines sur un 
milieu selectif (GQCA ou C { P additionne de 5 a 25 jxg.ml" 1 de hygromycine, selon le 
genotype). Le repiquage des cals sur ce milieu se fait tous les mois, pendant 3 a 4 mois selon 
leur croissance. Pendant cette phase de selection, l'aspect des cals change en fonction du 
milieu de culture (Cf. § suivant). Ceux qui poussent sur milieu CjP ont une couleur blanc 
casse-jaune pale, sont tres friables, et proliferent rapidement (figure 2.6A). A l'inverse, les cals 
poussant sur GSjCA sont d'un blanc opaque et brillant (figure 2.6B), ils sont tres durs et 
proliferent peu; ils tendent plutot a se differencier. Au cours de la periode de selection, la 
majeure partie du cal brunit, indiquant une necrose des tissus qui ne sont pas resistants a 
Thygromycine, tandis que des petites parties claires persistent et proliferent, suggerant une 
resistance a Thygromycine (figure 2.6C). 

Afin d'obtenir des embryons potentiellement transformes, les cals sont alors transferes 
pour 4 semaines sur des boites de Petri de 90 mm de diametre, contenant du milieu MS/2 
additionne de 15 k 25 Mg.mT 1 d'hygromycine, 500 ng.mT 1 de cefotaxime et 200 M-g.ml 1 
d'augmentine, une premiere fois en 6talant les cals sur toute la surface de la boite, puis une 
seconde fois en isolant precautionneusement les structures embryogenes en cours de 
developpement. Les embryons germent (figure 2.6D), developpant en priorite les parties 
racinaires (figure 2.6D), puis la zone cotyl6donnaire (figure 2.6E), qui verdit progressivement 
(figures 2.6F et G). 

De maniere k stimuler la caulog6nese des embryons en germination, les racines, 
l'hypocotyle et la partie superieure des cotyledons sont coupds. Une incision est realisee dans 
les tissus situes entre les bases des cotyledons, et les embryons somatiques sont enfonces dans 
le milieu BFe2 (Cf. tableau 2.1) additionne de 15 \ig.ml' 1 d'hygromycine, de maniere k ce que 
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Figure 2.6 (suite). 

F : divers stades de developpement d'embryons. Au centre, apparition de l'hypocotyle (h) et de 

petites racines (ra). En haut a droite, embryon replie sur lui-meme, avec cotyledons verts (cot). 

En bas a droite, embryon allonge, avec racines, hypocotyle et cotyledons bien developpes. 

G : grossissement de Pembryon developpe indique par une fleche en F. 

H : developpement de tiges axilaires (fleches) a partir d'un embryon. 

I : developpement d'une tige axillaire et regeneration d'une plantule de vigne. 



le bourgeon meristernatique soit au contact du milieu. Ce milieu est favorable a la 
multiplication axillaire (figure 2.6H). Les cals sont alors cultives en lumiere attenuee (environ 
15 jiE.s'.m" 2 ), a 28°Q Lorsque les tiges axillaires emergent, elles sont excisees de la structure 
embryonnaire et transferees individuellement dans des tubes contenant du milieu 
d'enracinement pour poursuivre leur developpement (MS/2 additionne de 5 fiM d'AIA). Les 
tiges axillaires se developpent pour donner des plantules (figure 2.61). Celles-ci peuvent alors 
etre passees en mode d'acclimatation, eri terre, a la serre. II est egalement possible de 
multiplier de maniere clonale les individus par micropropagation. 

Aspects pratiques, adaptations du protocole et resultats 

Genotype des cals . Les cals transformes appartiennent a deux genotypes. Le 110R est un 
porte-greffe hybride V. rupestris x V. berlandieri. Le Portan est un cultivar cree par 1'INRA, 
par croisement Grenache x Portugais bleu. 

Milieux utilises . Dans le but d'optimiser les experiences de transformation et obtenir des 
resultats dans le cadre de la these, nous avons utilise deux types de milieux pour la culture des 
cals, choisis parmi les milieux classiquement utilises (Torregrosa, 1994). Le milieu QP est un 
milieu sur lequel les cals proliferent rapidement. Us sont alors relativement friables, et ne 
contiennent que des structures proembryonnaires. Au contraire, le milieu GSiCA favorise la 
differenciation des structures proembryonnaires, ce qui fait que l'etat des cals est beaucoup 
plus heterogene, avec apparition d'embryons en cours de differenciation (jusqu'au stade 
torpille). Le processus de regeneration des plantules est done beaucoup plus rapide sur ce 
milieu. Cependant, ce milieu presente Tinconvenient de favoriser l'emergence de structures 
chimeriques. 

Adaptations du protocole . Lors des deux premieres series de transformations, les cals 
etales sur milieu GSiCA sont morts (une tres faible proportion de cals de genotype Portan ont 
survecu). lis etaient recouverts d'agrobacteries. Ces dernieres n'ont pas ete eliminees par le 
lavage suivant les deux jours de coculture, et ont developpe une tres forte virulence sur le 
milieu GSiCA. II semble que l'absence de 2,4-D dans le milieu GSiCA rende les cals plus 
sensibles a l'infection bacterienne, comme cela a deja ete montre chez les cereales (Li et al y 
1992; Barro et al, 1998) (Torregrosa, communication personnelle). Pour les trois autres series 
de transformations suivantes, nous avons rajoute de Taugmentine (200 jxg.ml" 1 ) dans les 
milieux de culture, de maniere a nous debarrasser des agrobacteries. 

Noys avons aussi pu constater que la sensibility des deux genotypes a Thygromycine 
n'est pas la meme : pour le Portan, des doses de 5 & 10 M-g.mT 1 ont suffit a assurer un bon 
niveau de selection, apprecie par le brunissement des cals non transform^, sans affecter la 
croissance des cals et des embryons. En revanche, pour le 110R, nous avons du appliquer des 
doses de 15 a 25 jxg.ml' 1 pour observer un brunissement des cals. 
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Transformation 



Construction 



Nombre de lignees 
transgeniques obtenues 





pBIB-Hygro 


3 


A 

A 


35S:ADNc SOR sauvage 


5 




35S:ADNc SOR mute 


5 




pBIB-Hygro 


1 




35S:ADNc SOR sauvage 


6 


B 


35S:ADNc SOR mute 


8 




Promoteur SIRK.GUS 


4 




35S.GUS 


2 




35S.GUS 


5 


C 








Promoteur SIRK. GUS 


4 


D 


Promoteur SIRK. GUS 


4 



Tableau 2.2 : nombre de lignees transgeniques obtenues par construction et par serie de 
transformation. 

Les 4 premieres series de transformation ont ete analysees, et sont appelees chronologiquement 
A, B, C, D. Nous ne pouvons pas encore dresser le bilan de la cinquieme. Detail des 
constructions: pBEB-Hygro : tranformation par le vecteur pBIB-Hygro vide; 35S:ADNc SOR 
sauvage : T ADNc SOR sauvage est place sous le controle du promoteur 35S; 35S:ADNc SOR 
mute : l'ADNc SOR mute est place sous le controle du promoteur 35S; 35S:GUS : le gene 
rapporteur GUS est place sous le controle du promoteur 35S; promoteur SIRK. GUS : le gene 
rapporteur GUS est place sous le controle du promoteur du gene SIRK. 



Evolution des cals . Les cals de 110R (cultives sur milieu QP) n'ont pas forme de 
regenerates. Au fur et a mesure de leur culture sur milieu de selection, ils ont bruni, sans 
apparition de petites zones blanches indiquant la resistance a l'hygromycine et done un 
evenement potentiel de transformation. Malgre un temps de culture tres prolonge par rapport 
aux cals de Portan, aucune structure embryonnaire n'est apparue. 

D'autre part, nous avons constate que les cals des deux genotypes deposes sur milieu 
CiP ont bruni, sans vraiment presenter de debut de differentiation et done sans germination 
d'embryon. Les cals survivants des premieres series de transformations etales sur milieu QP 
ont done ete transferes sur milieu GSiCA, tandis que pour les dernieres series, les cals n'ont 
ete deposes que sur ce milieu. 

Analyse des transformants. Les transformants que nous avons finalement obtenus sont 
tous de genotype Portan. Dans la majorite des cas, nous disposons d'au moins 3 plantules par 
evenement independant (a priori) de transformation (tableau 2.2). Chacune de ces plantes a 
ete verifiee par PCR de fa?on a s'assurer qu'elle contient bien la construction transgenique. Au 
total, 40 a 60 % des plantules obtenues comportaient la construction, ce qui constitue un 
rendement plus faible que celui observe habituellement, et qui peut etre du au fait que nous 
avons un peu hate la regeneration des plantules, aux depens de la selection. 

Les tests auxquels les plantules ont ensuite ete soumises (test GUS ou tests de 
croissance pour les mutants dominants negatifs) sont decrits dans les chapitres 5 et 6. 



2.7 Analyse de l'activite GUS dans les plantes transgeniques 

La coloration histochimique est realisee selon le protocole decrit par Lagarde (1996). Les 
plantules sont pre-fixees pendant 30 min sous vide dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,2 
contenant 1,5 % (v/v) de formaldehyde et 0,05 % (v/v) de Triton X100. Elles sont rincees 3 
fois dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,2, Triton X100 0,05 %. La reaction de coloration 
a lieu a 37°C dans une solution contenant du tampon phosphate 50 mM pH°7,2, du Triton 
X100 0,05 %, du ferrocyanure de potassium 0,5 mM, du fenicyanure de potassium 0,5 mM et 
du X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-0-D-glucuronide) 1 mM. 

En fin de reaction, les tissus sont fixds h 4°C pendant 24 h dans du tampon phosphate 
50 mM pH 7,2, contenant 2 % de paraformaldehyde, 1 % de glutaraldehyde, 1 % de cafeine et 
0,05 % de SDS. Ils sont ensuite deshydrates par passage dans successivement 2 bains 
d'ethanol 95 % (15 puis 30 min), puis 4 bains d'ethanol 100 % (15, 30, 60 min puis une nuit). 
Les tissus sont ensuite conserves dans de Tethanol 100 %. Ils peuvent alors etre observes a la 
loupe binoculaire ou au microscope. Les coupes semi-fines ont 6te effectuees avec un 
Vibracut (Biorad). 
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Figure 2.7 : carte des plasmides pCI et pGEMHE. 

A. Le plasmide pCI est un vecteur depression directe. II contient le promoteur d'un gene 
precoce-immediat du cytomegalovirus humain, suiyi d'un intron chimerique (compose d'un 
fragment du premier intron du gene de la |3-globine humaine et d'un fragment d'un intron 
d'un gene d'immunoglobuline) permettant d'augmenter le niveau d'expression de l'ADNc 
clone dans le site multiple de clonage adjacent. Le site de polyad6nylation provient du gene T 
du virus SV40. Le gene de resistance a l'ampicrlline permet la selection bacterienne. 

B. Le plasmide pGEMHE est un plasmide de transcription in vitro. II comporte les promoteurs 
des ARN polymerases des bacteriophages SP6 et T7. La transcription est initiee k partir du 
promoteur T7. Les regions 5' et 3' UTR du gene de la 0-globine du xenope permettent 
d'augmenter la stabilite des ARNc produits. Le gene de resistance a 1'ampicilline permet la 
selection bacterienne. 



2,8 Caracterisation electrophysiologique des canaux exprimes dans les 
ovocytes de xenope 

2.8.1 Les plasmides d'expression 

Deux types de plasmides ont ete utilises pour la caracterisation des canaux dans l'ovocyte de 
xenope. 

Le plasmide d'expression pCI 

Le plasmide d'expression, pCI (figure 2.7A; Promega), dans lequel sont clones les ADNc a 
analyser, est directement injecte dans l'ovocyte. Ce plasmide a ete choisi pour trois raisons : 
(i) il a ete montre que certains canaux ne sont pas exprimes suite a l'injection de transcrits in 
vitro alors qu'ils le sont suite a l'injection de vecteur ADN; (ii) la transcription in vitro est 
longue et couteuse, de plus, les ARN sont fragiles en comparaison a l'ADN; (iii) il peut etre 
utilise dans differents systemes (ovocyte de xenope, cellules COS...). 

La solution d'ADN (1 (Xg/|xl) est injectee dans le pole animal (pole noir) car le noyau de 
l'ovocyte se trouve de ce cote. Le pourcentage d'ovocyte exprimant des canaux dans ces 
conditions est compris entre 30 et 60 %. Pour ameliorer ce rendement, il est possible de 
centrifuger les ovocytes pour faire apparaitre le noyau et injecter specifiquement dans ce 
dernier. 

Le plasmide pGEMHE- transcription in vitro 

Ce plasmide de transcription (figure 2.7B; Liman et al, 1992) est specialement con?u pour la 
production d'ARNc devant etre traduits, apres microinjection, dans l'ovocyte. Les transcrits 
obtenus in vitro (voir ci-dessous) par l'ARN polymerase du phage T7 comportent la sequence 
5' flanquante de la (3-globine de xenope, suivie de la sequence complementaire de 1'ADNc, 
puis la sequence 3' flanquante de la (i-globine, et une sequence polyA (32 nucleotides). 

Le protocole suivi est celui preconise par le fournisseur du kit de transcription 
(Promega, Riboprobe II Core System-T7 RNA Polymerase™). En resume, le plasmide 
pGEMHE dans lequel est clone l'ADNc a transcrire est linearise par digestion enzymatique 
(JSfhel). Le milieu reactionnel utilise pour la transcription est obtenu en introduisant les 
reactifs suivants (dans l'ordre indique) dans un microtube : 10 /xl de tampon de transcription 
5 X (kit Promega), 5 /xl de DTT 100 mM" 1 , 5 /xl de BSA acetylee (Biolabs) 1 mg.ml" 1 , 50 U de 
RNAsin (Promega), 2,5 fi\ de rATP 10 mM, 2,5 fil de rCTP 10 mM, 2,5 /xl de rUTP 10 mM, 
2,5 ill de rGTP 1 mM, 5 pi de m 7 G(5 t )ppp(5 , )G, 5 /xg de matrice Hn6arisee, 40 U de T7 RNA 
polymerase, et de l'eau (prealablement traitee au DEPC), de fa?on a ajuster le volume final k 
50 /xl. Le melange est incube a 37°C pendant 1 h, puis 40 U d'ARN polymerase T7 sont 
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rajoutes pour une deuxieme heure d'incubation. Le plasmide matriciel est elimine par un 
traitement avec 5 U de DNAse (BRL) a 37°C pendant 15 min La preparation est ensuite 
extraite une fois avec un volume de PCI pH 4,5, et deux fois avec un volume de melange CI. 
Les ARNc sont precipites par 2,5 volumes d'ethanol en presence de 0,5 volume d'acetate 
d'arnmonium 7,5 M. Apres centrifugation, le culot est repris dans 20 (i\ d'eau sterile. Les ARN 
sont doses au spectrophotometre (absorbance mesuree a 260 nm). La taille des ARNc est 
verifiee par migration dans un gel d'agarose denaturant, de la meme maniere que pour les 
ARN extraits de tissus (§ 2.3.3). 

2.8.2 Expression dans l'ovocyte de xenope 
Obtention des ovocytes et injection des ARNc 

Des Xenopus laevis femelles adultes en provenance d'Afrique du Sud ont ete achetees a 
l'elevage du CRBM (CNRS, Montpellier). Elles sont elevees au laboratoire dans des bacs en 
plastique avec couvercle translucide, places dans une enceinte climatisee a 20°C avec une 
alternance jour/nuit de 12 h/12 h. Ces bacs contiennent une solution contenant 0,7 g.l 1 de 
NaCl, 10 mg.l" 1 de KC1 et 20 mg.l 1 de CaCl 2 . Les xenopes sont nourris, deux a trois fois par 
semaine, avec des petits morceaux de coeur de bceuf degraisse et des granules destines a 
l'alimentation des truites d'elevage. 

Pour obtenir les ovocytes, un xenope est anesthesie par immersion pendant 20 min dans 
un bain de glace pilee. L'animal est ensuite etendu sur le dos, sur un lit de glace pour etre 
opere. La peau et la paroi musculaire abdominale sont incisees dans le bas de Tabdomen, sur 
le cote. Un ou plusieurs lobes ovariens sont coupes et places dans une solution de 
NaCl 82,5 mM, KC1 2 mM, MgCl 2 1 mM, HEPES-NaOH 5mMpH 7,4. Ensuite, la paroi 
musculaire puis la peau de Tanimal sont chacune recousues avec du fil chirurgical (les 
prelevements chirurgicaux d'ovocytes doivent etre espaces d'au moins 1 mois sur un meme 
animal, en changeant de cote a chaque fois). 

Un traitement a la collagenase (type IA, Sigma) est effectue pour eliminer Tepithelium 
ovarien et les cellules folliculaires : 2 mg.ml" 1 de collagenase sont ajoutes a la solution 
preced^nte dans laquelle les lobes ovariens ont ete divises en "grappillons" contenant une 
quinzaine d'ovocytes. Apres 1 h de traitement sous agitation a 19°C, les ovocytes sont rinces 
et places dans du milieu "ND96 modifie" contenant NaCl 96 mM, KC1 2 rnM, MgCl 2 1 mM, 
CaCl 2 l,8mM, Na-pyruvate 2,5 mM, HEPES-NaOH 5 mM (pH7,4) compl6mente avec 
50 /xg.mr 1 de gentamicine (Sigma). Les ovocytes aux stades de developpement V et VI (pole 
animal noir parfaitement differencie du pole vegetatif jaune) (Dumont, 1972) sont 
selectionnes sous*loupe binoculaire et places dans le milieu ND96 modifie. 
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Le lendemain, les ovocytes re?oivent une injection d'eau ou de solution d'ARNc ou 
d'ADN de concentration variable (0,2 a 2 /xg.mf 1 ). La solution a injecter est d'abord aspiree 
dans la pointe d'une micropipette (diametre de pointe 10-15 /im) montee sur un 
micromanipulateur mecanique (Prior). Cinquante rjl environ (15 nl pour l'injection d'ADN) 
sont injectes dans chaque ovocyte a l'aide d'un injecteur pneumatique. L'injection des 
ovocytes se fait sous loupe binoculaire (x40, Olympus). Les ovocytes injectes peuvent etre 
maintenus en vie une semaine a 19°C dans le milieu ND96 modifie. Les ovocytes 
endommages sont elimines quotidiennement. 

Voltage clamp a deux electrodes 

La conductance de l'ovocyte est etudiee au moins 48 h apres l'injection. Les experiences sont 
faites a temperature ambiante (20-22°C). L'ovocyte est place dans une petite cuve en 
Plexiglas. Un courant de solution experimentale y coule par gravite. La cuve possede 13 
entrees independantes reliees chacune par un fin tuyau a un reservoir de solution. Ce systeme 
reduit le volume mort lors d'un changement de solution. Nous avons verifie que le 
renouvellement effectif de solution experimentale dans la cuve s'opere en moins de 5 s. 

La technique d'enregistrement utilisee est celle du voltage-clamp a 2 microelectrodes 
intracellulaires et une microelectrode de bain (pour la correction de la chute de potentiel dans 
la resistance serie du bain). Les deux microelectrodes intracellulaires ainsi que la 
microelectrode de bain sont etirees a partir de tubes micro-hematocrites en verre de soude 
(Modulohm, Vitrex, A/S ref. 1602) et sont remplies d'une solution de KC1 3 M. La resistance 
de ces microelectrodes est comprise entre 0,5 et 1,5 M£l dans une solution de KC1 100 mM. 
L'electrometre est un Axoclamp 2A (Axon Instruments, USA). Les sondes preamplificatrices 
que nous utilisons sont de type HS-2. Le rapport d'amplification (mA/mV) est H=l pour la 
microelectrode de mesure du potentiel de membrane (electrode 1), H=10 pour la 
microelectrode d'injection de courant (electrode 2), H=10 pour la connexion avec Telectrode 
de bain ("bath probe"). L'electrode de reference est connectee au bain a travers un pont salin 
(KC1 3 M gelose a 1 %), place dans une cuve de trop plein en aval de Tovocyte. Les 3 
microelectrodes sont manoeuvrees a l'aide de micromanipulateurs mecaniques (Narishige, 
MM33), sous controle visuel a la loupe binoculaire. L'eclairement de Tovocyte est obtenu a 
l'aide d'une fibre optique annulaire adaptee autour de l'objectif double de la loupe. La cuve et 
les micromanipulateurs supportant les sondes de l'electrometre sont places sur une table isolee 
des sources exterieures de vibrations. La cuve, les micromanipulateurs et la loupe binoculaire 
se trouvent a l'interieur d'une cage de Faraday. 

Le programjne pCLAMP 6.0.3 (Axon Instruments) execute*sur un micro-ordinateur de 
type AT 486, interface (TL1 DMA Interface, Axon Instruments) avec l'electrometre, permet le 
controle du potentiel de membrane, ainsi que l'acquisition et l'analyse des donnees. Nous 
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avons systematiquement enregistre, en plus du courant, le potentiel au niveau de 1 'electrode 1, 
et utilise les valeurs enregistrees (potentiel reellement obtenu dans l'ovocyte) plutot que les 
valeurs imposees. En effet, des ecarts de 1 a 5 mV existent pour les plus forts niveau* de 
courant (< -6 /zA). 

Les solutions experimentales contiennent (sauf cas particulier mentionne sur les 
figures) : MgCl 2 1,5 mM; CaCl 2 1 mM; HEPES-NaOH 10 mM pH 7,4, ainsi que 
XC1 100 mM, X etant un (ou plusieurs) cation(s) monovalent(s) : K + , Rb + ou Na + . 

2.8.3 Patch-clamp 

L'ovocyte est place dans une solution hyperosmotique de NaCl 200 mM; KC1 20 mM; 
MgCl 2 1 mM; EGTA 5 mM, HEPES-KOH 10 mM pH 7,4. Apres quelques minutes, l'ovocyte 
a degonfle, permettant un meilleur acces a la membrane vitelline qui est enlevee delicatement 
a l'aide de pinces d'horloger. L'ovocyte nu est tres fragile et doit etre manipule tres 
delicatement sans contact avec l'air qui l'endommagerait irremediablement. II est transfere 
dans une boite de Petri en plastique (35 mm de diametre) contenant la solution de bain : 
KC1 100 mM, MgCl 2 1 mM, HEPES-NaOH 10 mM, pH 7,4. L'ovocyte est place au milieu de 
la boTte, le pole animal et le pole vegetal etant visibles. En effet, certains canaux ont une 
expression polarisee (dans un pole ou dans un autre). Pour les canaux potassiques vegetaux, il 
n'a cependant pas ete rapporte d'expression polarisee. Avant de commencer a patcher, il faut 
laisser l'ovocyte adherer au fond de la boite. 

Deux types de verre ont ete utilises pour confectionner les pipettes de patch : KIMAX- 
51 (Kimble Products, USA) et PG165T-10 (Clark Electromedical/Phymep). Les capillaires 
ont ete etires a l'aide d'une etireuse Sutter P97 en 4 etapes selon un programme adapte a 
chaque type de verre. Une fois etiree, l'extremite de la pipette (toute la partie immergee dans 
la solution excepte quelques micrometres a la pointe) est badigeonnee de "Sylgard" (GE 
Silicones : 9/10 de RTV 615A et 1/10 de RTV 615B). Une fois etale, le Sylgard est cuit a l'air 
chaud (Microforge/Sylgardeuse List Medical, Allemagne). Ce traitement permet d'augmenter 
le rapport signal/bruit et de diminuer les courants capacitifs. Enfin, pour ameliorer la qualite 
du scellement de la membrane de l'ovocyte sur le verre (le "seal"), l'extremite de la pipette est 
rodee a la chaleur d'un filament de tungstene incandescent (Microforge/Sylgardeuse List 
Medical, Allemagne). 

Les solutions de pipette utilisees (sauf mention contraire dans la tegende des figures) 
contiennent : MgCl 2 1 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,4), XC1 100 mM (X 6tant K et/ou 
Na avec [K]+[Na]=100 mM). Les solutions sont filtrees a l'aide d'un filtre 0.2 fim. La 
resistance des pipettes ainsi obtenues varie entre 0.8 et 5 MOhms (valeur mesuree avec le 
protocole de "test seal" du programme pCLAJVIP 6.0.3). 
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Pour la formation du seal, la pipette est approchee par mouvement mecanique du 
micromanipulateur a quelques millimetres de l'ovocyte. A ce moment, une surpression est 
appliquee afin de "nettoyer" la membrane de l'ovocyte au point vise. La resistance de la 
pipette est verifiee, puis la pipette est rapprochee de l'ovocyte (mouvement piezo-electrique 
du micromanipulateur, Burleigh, USA) jusqu'a ce que la resistance ait augmente d'environ 
20 %. Une legere aspiration est realisee a la bouche et maintenue. La vitesse de formation du 
"gigaseal" (1-100 GOhms) est tres variable suivant le lot d'ovocytes et la taille de la pipette 
(plus la pipette est fine, plus le seal se fait rapidement). Le gigaseal peut etre espere tant que la 
resistance continue d'augmenter regulierement. II est possible d'accelerer la formation du 
gigaseal. Pour cela, on utilise le programme "TestSeal", qui mesure la resistance passive du 
courant, et done la resistance du "seal", en imposant un courant a travers le patch. Ce courant 
permet en plus de favoriser les interactions hydrophobes patch/pipette. On peut faire varier 
l'intensite et la duree des episodes du courant impose : d'une maniere generate, le seal se fait 
mieux avec des episodes de 100 ms a -50 mV. Les courants capacitifs sont ensuite compenses, 
et le niveau de bruit rms est verifie (dans les meilleures conditions, nous avons obtenu un 
bruit rms inferieur a 0,3 pA). 

Deux types d'enregistrements ont ete obtenus en patch clamp : des enregistrements de 
courant macroscopique (jusqu'a plusieurs centaines de canaux dans le patch) et des 
enregistrements de courants unitaires (de 1 a 10 canaux dans le patch). 

Le programme pCLAMP 6.0.3 (Axon Instruments) execute sur un micro-ordinateur de 
type Pentium, interface (Digidata 1200A, Axon Instruments) avec l'electrometre (Axopatch 
200A, Axon Intruments) permet d'imposer un stimulus (protocole de voltage impose) et de 
mesurer le courant. 

2.8.4 Programmes de "voltage-clamp 1 * (potentiel impose) 

Les protocoles utilises varient suivant les canaux etudies et les conditions experimentales. 
Seules sont presentees ici les grandes lignes des deux principaux protocoles utilises; les 
protocoles speciaux etant expliques dans les figures correspondantes. 

Chaque protocole est compose de plusieurs episodes (figure 2.8), et chaque episode 
comporte plusieurs epoques (au moins trois, Cf. figure 2.8). La premiere et la derniere 6poque 
correspondent au potentiel de maintien (HP, "Holding Potential"). La valeur de ce potentiel 
est choisie de' telle sorte que les canaux etudies soient fermes (par exemple, pour un canal 
entrant de'type KAT1, le potentiel de repos adopts est de -40m V) . Au debut de la deuxieme 
epoque, un potentiel different du HP est applique. En testant une large gamme de potentiels, il 
est possible de determiner le potentiel auquel les canaux s'ouvrenf. La duree de la deuxieme 
epoque est adaptee aux caracteristiques des cpnaux etudies : les canaux Shaker veggtaux ayant 
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Figure 2.8 : diagramme de protocole I/V. 

A. Representation d'un episode du protocole. Chaque episode comprend 3 epoques. Pendant 
l'epoque 1, le potentiel prend la valeur du potentiel de maintien (HP, -80 mV dans cet 
exemple). Au cours de l'epoque 2, le potentiel est impose a +40 mV, puis a l'epoque 3, il y a 
retour au potentiel de maintien. 

B. Protocole I/V complet utilise pour la caracterisation du canal SOR. Ce protocole comporte 
15 episodes de 3 epoques chacun. Les valeurs des potentiels imposes a chaque deuxieme 
epoque sont comprises entre +60 et -80 mV. Le saut de potentiel ("pas") entre deux epoques 
n°2 successives est de 10 mV. 



une activation lente, la deuxieme epoque se mesure en secondes. Cette dur£e permet 
d'atteindre l'etat stationnaire, et eventuellement de rnettre en evidence une inactivation des 
canaux. Le retour au HP (troisieme epoque) permet d'etudier les caracteristiques deactivation 
des canaux. 

Les differences entre les episodes successifs se situent au niveau du potentiel applique a 
la deuxieme epoque, le potentiel de repos reste toujours le meme. Le pas du saut de potentiel 
est constant, ce qui est represente par la structure en echelle du schema du protocole (figure 
2.8). Ce schema represente en effet la superposition de tous les episodes du protocole. Cette 
representation a ete adoptee pour permettre un gain de place. 

Protocole standard I/V 

Le diagramme typique d'un protocole I/V est presente figure 2.7. Pour le canal SOR 
(chapitre 4) le potentiel de maintien generalement utilise est -100 mV, et de -40 mV pour 
SIRK (chapitre 5). 

Ce type de protocole permet notamment de determiner la valeur de courant a l'etat 
stationnaire en fonction du voltage et d'etudier la cinetique d'activation du canal. 

Protocole de queue : tail 

Dans ce type de protocole, apres l'epoque au potentiel de maintien (epoque 1), la deuxieme 
epoque est realisee a une valeur de potentiel ou les canaux sont ouverts. Cette valeur est la 
meme pour tous les episodes (+40 mV pour SOR; -150 mV pour SIRK). Au cours de la 
troisieme epoque, la valeur de potentiel est changee pour chaque episode. Si cette epoque est 
suffisamment longue, l'etat stationnaire peut etre atteint. La derniere epoque est un retour au 
potentiel de maintien. 

Ce protocole permet d'avoir acces : (i) au potentiel d'inversion du courant (valeur de 
potentiel ou le courant est nul), (ii) aux constantes de temps de deactivation du canal, et 
egalement (iii) a la valeur du courant a l'etat stationnaire. 

2.8.5 Determination de la conductance unitaire du canal 

La distribution des points experimentaux (valeurs prises par le courant au cours de 
l'enregistrement) peut etre representee sous forme d'histogrammes d'amplitude. Le domaine de 
variation du courant est divise en intervalles egaux de largeur "di" (dimension en pA). Pour 
chaque intervalle; on calcule la frequence, c'est a dire le nombfe de valeurs trouvees dans 
celui-ci sur le nombre total de valeurs etudi^es. Cette representation produit autant de pics que 
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de Ton detecte de niveaux discrets de courants sur l'enregistrement. Les fluctuations aleatoires 
du courant autour de ces niveaux discrets (le "bruit") se repercutent sur la largeur des pics. 
L'enveloppe de chaque pic est une fonction de Gauss. Cette partie de l'analyse est realisee 
avec le programme WINASCD (Guy Droogmans, Universite de Louvain, Belgique). La 
conductance unitaire est l'ecart entre le pic correspondant au courant de "fuite" a travers la 
resistance de seal (tous les canaux fermes) et le pic correspondant au courant a travers un 
canal ouvert (generalement le deuxieme pic est voisin du precedent). 

2.8.6 Mesure du pH intracellulaire de Tovocyte 

Pour mesurer le pH intracellulaire (pHi) de l'ovocyte, nous avons utilise des microelectrodes 
selectives au IT. 

Des capillaires de 2 mm de diametre exterieur en borosilicate (Clark Electromedical 
Instruments) sont laves par trempage pendant 24 h dans une solution detergente (Extran MA 
02 neutral a 10%, Merck), puis rinces, mis a bouillir 2 h dans de l'eau desionisee et seches au 
four a 230°C pendant 2 h. Ces capillaires sont ensuite etires (etireuse Narishige, Japon, 
reference PE2, courant 16 A, force 2) pour obtenir des micropipettes d'un diametre de pointe 
de 1 a 2 [im. 

II est necessaire de rendre la paroi interne des pipettes hydrophobe par le depot d'un film 
de silicone. Pour cela, nous disposons d'une petite cuve en dural (alliage leger d'aluminium, 
de cuivre, de magnesium et de manganese) dont le couvercle est perce de trous. Les 
extremites non etirees des pipettes sont enfoncees dans ces trous de fa?on a ce que l'interieur 
de la cuve communique avec l'interieur des pipettes. Une solution de silicone (Fluka, 40 fil 
pour 8 pipettes) est injectee dans la cuve alors que celle-ci et les pipettes ont ete chauffees 1 h 
a 230°C. La solution de silicone se vaporise instantanement. On laisse les vapeurs se 
condenser a l'interieur des pipettes pendant 6 minutes. Puis, le film de silicone est cuit 1 h a 
130°C. Les pipettes siliconees sont conservees a Tabri de la poussiere et de l'humidite. 

Quelques heures avant Texperience, 0,15 fil de "cocktail" (Le, une preparation 
commerciale contenant le transporter specifique dans une phase hydrophobe : Hydrogen 
Ionophpre Cocktail A; Fluka) est introduit dans la pointe d'une pipette siliconee a Taide d'une 
seringue Hamilton de 1 pi. La pipette est maintenue verticalement, pointe en bas, pour que le 
cocktail descende jusqu'a 1'extremite de la pointe. La solution saline qui complete le 
remplissage est ensuite deposee juste au-dessus du cocktail a l'aide d'un fin capillaire obtenu a 
partir d'urte seringue jetable de 1 ml, etiree apres chauffage a la flamme. Cette solution de 
remplissage est composee de NaCl 70 mM, NaKHP0 4 17 mM, pH 7 (NaOH). 

r Les microelectrodes sont calibrdes dans des solutions a diff6rents pH (8,5; 7,5; 6,5 et 
5,5). Seules les electrodes qui presentent une*r6ponse au pH lineaire avec une pente superieure 
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a 55 mV/unite pH (avant et apres utilisation) sont retenues. Sur la base de la courbe de 
calibration, le pHi des ovocytes est calcule comme la difference entre le potentiel de 
membrane en mV mesure simultanement avec une electrode remplie de KC1 3 M et le 
potentiel de Telectrode a pH. 

L'utilisation de deux electrometres (Axoprobe et Axoclamp; Axon Instruments, USA) 
permet l'enregistrement simultane du potentiel de membrane, du courant et du pHi. 
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Sonde 



Numero d'accession 



Taille de la 
sonde (pb) 



Position sur 
l'ADNc 



Domaine proteique 



AKT1 
AKT2 

KAT1 
KAT2 
SKOR 
KCOl 



AC003105 
AL021712 

AB010698 

AL021713 

AC018363 

AF1 75507 



548 
644 

780 

755 

510 

1100 



412-960 137-320 (S2-S6) 

445-1089 148-363 (S2-milieu R3) 

680-1461 226-487 (S4-R4) 

427-1182 142-361 (S3-R3) 

599-1109 171-341 (S3-debutR3) 

0- 1 1 00 Proteine entiere 



Tableau 3.1: sondes utilisees pour le criblage de la banque d'ADNc de baies. 
Le numero d'accession de chaque ADNc d'Arabidopsis ayant permis de generer une sonde est 
precise. La taille et la position de la sonde sur 1' ADNc correspondant sont indiquees en paires de 
bases. La correspondance en acides amines et le domaine prot&que couvert par ces sondes sont 
egalement precises. SI a S6 : segments transmembranaires. R3 : domaine de jonction. R4 : 
domaine de liaison aux nucleotides cycliques (Cf. chapitre 1, § 1.5.2). 



Chapitre 3 

Identification de deux sequences de canaux potassiques de vigne 



L ! approche que nous avons retenue pour isoler des sequences de canaux potassiques repose 
sur le criblage a basse stringence de banques d'ADN de vigne avec des sondes heterologues 
correspondant a differents canaux potassiques d'Arabidopsis. Trois banques ont ete criblees 
successivement. La premiere est une banque d'ADNc provenant de la transcription inverse 
d'ARN de baies, et la seconde une banque d'ADN genomique. La derniere est une banque 
d'ADNc de cellules de baies en culture. Ce travail a conduit a l'identification de deux genes. 
L' analyse de la sequence de ces genes indique qu'ils sont effectivement apparentes aux genes 
codant les canaux potassiques de type Shaker chez les plantes. 



3.1 Criblage de la banque d'ADNc de baies 
3.1.1 Materiel experimental 
La banque 

La banque d'ADNc utilisee a ete preparee par la societe Stratagene, pour la societe LVMH 
(Epernay), a partir d'ARN de baies de Pinot noir recoltees a des stades proches de la veraison. 
Elle nous a ete fournie par LVMH. Apres transcription inverse, les ADNc ont ete clones dans 
le site de restriction EcoR I du phage X ZAP II (C/. chapitre 2, § 2.2.1). Les inserts ont une 
taille moyenne de 1,2 kpb (de 0,5 a 2,7 kpb). 

Les sondes 

La banque a ete criblee a l'aide de sondes provenant des ADNc codant les canaux potassiques 
d'Arabidopsis. Nous avons choisi d'utiliser ces sondes en les regroupant par "families". La 
sonde "AKT" est constitute du melange de fragments d'ADNc d'AfrTl (Sentenac et aL, 1992) 
et AKT2 (Cao et al. y 1995; Ketchum et Slayman, 1996) indiques dans le tableau 3.1. La sonde 
"KAT" est preparee a partir de fragments des ADNc KAT1 (Anderson et al 9 1992) et KAT2 
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Figure 3.1 : Southern blots d'ADN genomique (cv Ugni blanc) hybrides par des sondes 
heterologies correspondant a des canaux K + d'Arabidopsis. 

A. Hybridation par la sonde KAT. 

B. Hybridation par la sonde AKT. 

C. Hybridation par la sonde SKOR. 

Les tailles des marqueurs en kpb sont indiquees sur la gauche des autoradiogrammes. Les 
enzymes utilisees pour la digestion de l'ADN genomique sont indiquees au-dessus des pistes 
correspondantes. 



(Butt et at, 1997) (tableau 3.1). La troisieme sonde, appelee "SKOR-KCO", correspond aux 
ADNc SKOR (Gaymard et aL, 1998) et KCOl (Czempinski et al, 1997) (tableau 3.1), qui 
sont tous les deux des canaux a rectification sortante, mais qui n'ont cependant aucune 
caracteristique structurale commune. 

* 

La qualite des sondes ainsi choisies a ete testee par la methode de Southern blot. De 
FADN genomique de vigne, digere par diverses enzymes de restriction (HindUl, BamHI, 
EcoR I, ou EcoR V) et transfere sur membrane, a ete hybride avec chacune des sondes. Les 
signaux obtenus apres hybridation a basse stringence (hybridation et lavages a 44°C) sont 
sous forme de bandes discretes, indiquant que les sondes utilisees reconnaissent des cibles 
specifiques dans le genome de la vigne (figure 3.1). 

3.1.2 Criblage 

La banque d'ADNc a ete etalee en deux series de 150 000 phages, a raison de 30 000 phages 
par boite de Petri. Sur la premiere serie, 4 repliques (numerotees de 1 a 4) ont ete realisees 
(C/. chapitre 2, § 2.2.4). Les membranes 1 et 3 ont ete hybridees avec la sonde AKT, et les 
membranes 2 et 4 avec la sonde KAT. Le deuxieme etalement n'a donne lieu qu'a deux 
repliques, hybridees avec la sonde "SKOR-KCO". Le fait d'hybrider deux membranes 
identiques avec la meme sonde permet de proceder a deux lavages de stringence differente 
(Cf. chapitre 2, § 2.2.5), et de verifier ainsi que malgre la difference de traitement, on retrouve 
bien des signaux positionnes de maniere identique sur Fautoradiographie, variant seulement 
en intensite. Un signal present sur une seule des deux membranes est attribue a un artefact, 
quelle que soit son intensite. 

Plusieurs repetitions de ce criblage ont ete effectuees. A chaque fois, les signaux positifs 
sur les deux membranes ont servi a reperer les plages de lyse interessantes sur les boites de 
culture, et a purifier les clones phagiques correspondants apres carottage du fragment d'agar 
les contenant. Lorsque toutes les plages de lyse isolees fournissent un signal positif sur 
F autoradiographic, la purete du clone est assuree. II est alors possible d'entreprendre Fanalyse 
de ce clone. 



3.1.3 Resultats 

Un seul clone positif a 6t6 obtenu h. Fissue du criblage de la banque d'ADNc. II a ete revele 
par la sonde "SKOR-KCO". L'hybridation s'est traduite par un signal tres intense. Trois 
etalements successifs ont ^te n^cessaires a la purification de <?e clone, le dernier ayant 
corifirme la purete du prelevement precedent. 
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Figure 3.2 : representation schematique du clone obtenu apres criblage de la banque d'ADNc de 
baies. 

Dans la partie superieure est represent^ 1' insert du phage clone au site EcoR I du vecteur 
pBluescript. En 3' de la sequence sont indiques le site de terminaison de la traduction et la partie 
disponible de la sequence 3'UTR. La partie mediane du schema represente la traduction en 
proteine et les domaines proteiques deduits' grace aux similarites de sequence avec SKOR. La 
position de la sonde situee en 5' ayant servi au second criblage de la banque d'ADNc de baies et 
au criblage de la banque de cellules de baies en culture est indiqu^e au bas de la figure. 



Le vecteur X ZAP U utilise pour construire la banque d'ADNc de baies permet l'excision 
de Tinsert directement sous forme d'un plasmide circulaire, dont le squelette est pBluescript 
SK+. Le plasmide a ete libere du phage X ZAP II par excision in vivo avec le phage "helper" 
R408, avant d'etre transfere dans la souche d'E. coli DH5apar transformation. 

Ce plasmide a alors ete amplifie, et l'insert sequence. Cet insert a une taille de 2,4 kpb. 
II est constitue d'un seul cadre ouvert de lecture (figure 3.2). Sa traduction en acides amines 
donne un polypeptide presentant 75% de residus identiques avec la proteine SKOR. Le clone 
s'arrete une dizaine de pb apres le codori stop. II ne contient done pas les sequences 
regulatrices 3' non traduites ni la queue polyA. En 5', il est egalement incomplet : il 
commence a un niveau correspondant au residu 68 de la proteine SKOR (domaine N- 
terminal), et il ne presente pas de codon initiateur de la traduction potentiel. 

3.2 Criblage de la banque genomique 
3.2.1 Procede experimental 
Banque et sondes 

Le fait de n'avoir isole qu'un seul clone de la banque d'ADNc de baies nous a conduit a cribler 
une banque d'ADN genomique. Cette banque a ete construite par C. Tesniere (Institut des 
produits de la Vigne, ENRA, Montpellier), dans le vecteur X GEM 12. Des fragments d'ADN 
genomique de cultivar Danuta ont ete clones dans le site de restriction Xho I du phage apres 
digestion partielle par l'enzyme Sau 3 A I. 

Environ 500 000 phages de cette banque ont ete etales. Cela represente Tequivalent 
d'environ 10 genomes de vigne, si Ton se base sur une taille moyenne des inserts de 16 kpb (la 
taille du genome de la vigne est estimee a 475 Mb). Pour ce criblage, la definition des sondes 
utilisees a ete rnodifiee. Deux sondes ont ete utilisees. La premiere correspond a une sonde 
mixte regroupant les ADNc complets AKT1 et KAT1, et la seconde est constituee de l'ADNc 
partiel isole precedemment. 

Criblage et obtention des inserts 

Apres 4 tours de criblage, ont ete purifies une vingtaine de clones : une douzaine avec la 
sonde AKT1/KAT1, et 10 avec l'ADNc partiel. Parmi les clones isoles par la sonde 
AKT1/KAT1, seuls 8 ont ete analyses en detail. Ces clones fournissaient des signaux 
d' hybridation d'intensite bien superieure a ceux fournis par les auttes clones. 

L'analyse des clones isoles a tout d'abord requis Tamplification de l'ADN phagique, puis 
son extraction des capsides (Cf. chapitre 2, § 2.2.8). L'ADN a ensuite ete traite par diverses 
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enzymes de restriction (Hind HI, Pst I, Sac I, Not I, BamYL I, EcoR I), transfere sur membrane 
de Nylon par la methode de Southern, et hybride avec la sonde ayant permis Identification du 
clone correspondant dans la banque. Les fragments de restriction detectes par la sonde ont ete 
clones dans pBluescript SK+ et amplifies pour etre sequences. Le sequen?age de ces 
fragments a necessite de multiples sous-clonages, de fa?on a exploiter la presence de sites de 
restriction generant des fragments de taille comprise entre 400 et 150 pb. La sequence de tels 
fragments peut etre determinee en une seule reaction. En 1' absence de sites de restriction 
appropries, des oligonucleotides de synthese ont ete utilises comme amorces pour la reaction 
de sequence. 

3.2.2 Resultats 

Clones reviles par la sonde AKT1/KA Tl 

Parmi les 8 clones obtenus avec la sonde AKT1/KAT1, 4 presentent des profils de restriction 
similaires, avec toutes les enzymes de restriction testees. Ces clones presentent deux 
fragments de restriction par Sac I, de 2,8 et 3,4 kpb, reveles de maniere tres intense par la 
sonde. Un cinquieme clone presente un fragment de restriction par BamHl de 4 kpb, 
egalement fortement revele par la sonde. Ces fragments ont ete clones dans le vecteur 
pBluescript SK+ et sequences. Les trois autres clones, n'offrant pas de fragments de restriction 
clonables aisement (fragments superieurs a 12 kpb environ), n'ont pas ete da vantage 
caracterises. 

L'analyse de la sequence des trois fragments selectionnes a montre qu'ils sont les 
constituants d'un meme gene. Les fragments de 2,8 et 3,4 kpb se succedent. lis forrnent la 
sequence codante, a laquelle succede 1,6 kpb en 3', comprenant les sequences regulatrices 
3'UTR, puis des sequences ne presentant pas de similarite particuliere avec les sequences des 
banques de donnees. Le fragment de 4 kpb comporte le debut de la sequence codante (environ 
1 kpb) precedee de 3 kpb de promoteur. Le gene reconstitue presente le plus de ressemblance 
avec les genes de type KAT. 

Clones reveles par la sonde ADNc SOR 

Les clones obtenus avec la sonde correspondant a TADNc partiel ont ete soumis a la meme 
analyse par restriction. La encore, certains clones presentaient les memes profils de restriction. 
Des fragments de restriction de tailles variees ont ete reveles par la sonde. Le plus grand 
d'entre eux (10 kpb) a ete clone dans pBluescript SK-h, sa taille laissant supposer qu'il 
contenait toute la sequence codante et probablement une partie du promoteur du gene. 
L'analyse de la sequence de ce clone sera detaillee au chapitre 4. 
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3.3 Seconde serie de criblages de banques d'ADNc 

Dans le but d'obtenir un clone contenant l'ORF complete de l'ADNc clone precedemment, 
deux nouveaux processus de criblage ont ete entrepris : d'une part, un re-criblage de la meme 
banque d'ADNc de baies, et d'autre part, un criblage d'une banque d'ADNc de cellules de 
baies en culture (C. Romieu, Institut des Produits de la Vigne, INRA, Montpellier) 

3.3.1 Origine de banque d'ADNc de cellules en culture 

La banque a ete construite a partir d'ARN extraits de cellules de baies (cv Gamay) en culture 
(Terrier, 1997), puis soumis a une reaction de transcription inverse. Les ADNc obtenus ont ete 
clones au site EcoR I du vecteur X ZAP U. La taille moyenne des inserts est estimee a 1 kpb. 

Environ 400 000 phages de la banque d'ADNc de baies et 300 000 phages de la banque 
d'ADNc de cellules en culture ont ete etales. 

3.3.2 Les sondes 

La premiere sonde utilisee est un fragment situe a Textremite 5' de la sequence de l'ADNc 
partiel (figure 3.2), de maniere a eviter de selectionner les clones possedant un insert encore 
plus court en 5'. Les deux banques ont ete egalement criblees avec une sonde constitute d'un 
melange des inserts de 2,8 et 3,4 kpb issus du criblage de la banque d' ADN genomique. 

3.3.3 Resultats 

Les deux banques ont ete criblees selon le principe decrit au § 3.1.1. Cependant, pour les deux 
banques et quelle que soit la sonde utilisee, aucun clone positif n'a ete detecte a Tissue du 
premier tour. II a done ete decide de se baser uniquement sur 1' insert issu de la banque 
genomique pour determiner le debut de la sequence codante de l'ADNc (Cf. chapitre 4). 



3.4 Conclusion 

A Tissue de cette serie de criblages, nous avons obtenu deux clones dont les sequences 
(traduites en' proteines) presentent de fortes similitudes avec des canaux potassiques 
d'Arabidbpsis. Le premier clone est un ADNc incomplet, s'apparentant a SKOR. Le second, 
constitue de trois sequences genomiques jointives, ressemble aux genes de la famille KAT. 
L'analyse plus dStaillee de ces deux sequences sera presentee 'dans les chapitres 4 et 5, 
respectivement. 
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Au vu du faible nombre de clones detectes dans la banque d'ADNc de baies, (un seul 
clone, revele par la sonde "canaux sortants"), il semble que les genes de canaux potassiques ne 
soient pas majoritairement exprimes dans les baies. En particulier, 1' absence de clone detecte 
par les sondes de type KAT et AKT suggere qu'aucun gene de ce type n'est exprime dans les 
baies natives (et meme dans les cellules de baies en culture), ou Test de maniere trop faible 
pour pouvoir etre detecte par cette methode. 

II faut cependant noter que nous n'avons pas obtenu de clone de type AKT dans la 
banque genomique. Un "echappement" est toujours possible, qu'il soit cause par un biais dans 
la banque, une divergence des sequences un peu plus irnportante que dans les autres families 
de canaux, une interpretation ambigue sur l'intensite d'un signal d'hybridation. .. II est 
egalement possible que parmi les clones reveles par les sondes AKT1/KAT1 qui n'ont pas ete 
analyses en details, certains puissent contenir des sequences de type AKT. Leur etude sera un 
objectif de la pours uite de ce travail. 
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Chapitre 4 

Caracterisation d'un canal potassique a rectification sortante 



Le criblage de la banque d'ADNc de baies a permis d'isoler un clone parti el, appele VvSOR, 
et codant un polypeptide qui presente de fortes identites de sequence avec le canal SKOR. Le 
fragment clone ne comporte ni les sequences 3' non traduites, ni le debut de la sequence 
codante. Sa sequence n'a pas pu etre completee par l'obtention d'un autre clone issu de la 
meme banque ou d'une banque d'ADNc de cellules de baies en culture. Deux approches ont 
done ete menees en parallele pour obtenir la sequence codante complete : le sequengage du 
clone obtenu par le criblage de la banque d'ADN genomique en utilisant l'ADNc partiel 
comme sonde, et la technique de la 5'-RACE. La premiere approche n'a pas abouti, parce que 
le clone genomique caracterise presente un transposon dans sa region 5'. Par contre, nous 
avons pu obtenir, par 5'-RACE, la sequence manquante dans l'ADNc initial. Nous avons 
ensuite analyse les caracteristiques fonctionnelles du canal code par l'ADNc reconstitue et 
precise le profil d' expression du gene correspondant. 



4.1 Obtention de l'ADNc SOR complet 
4.1.1 Identification de clones genomiques 

Le clone obtenu apres criblage de la banque d'ADN genomique (Cf chapitre 3, § 3.2) a ete 
sequence manuellement, apres avoir ete sous-clone a plusieurs reprises, en utilisant diverses 
combinaisons d'enzymes de restriction. Nous avons ainsi reconstitue une sequence d'environ 
5 kpb. Les analyses globales ont montre que ce clone contient effectivement des sequences 
ressemblant a l'ADNc partiel initial et au gene SKOR d'Arabidopsis, qui code un canal 
rectifiant sortant (Cf § 1.5.2). Cependant, une etude plus fine a montre que les sequences des 
exons potentiels comportent de tres nombreuses divergences par rapport a la sequence de 
l'ADNc partiel. De plus, la sequence codant le segment S5 est absente. Enfin, l'analyse a 
revdle la presence d'un Element transposable de la famille des retro-elements (type Gypsy, 
Ty3 [Molodell et al, 1983]), insure en 5' du gene, environ 40 paires de bases en aval du d£but 
de l'ADNc partiel. Cet 616ment n'est plus fonctionnel : il ne comporte que les sequences "gag" 
et "pol", et a perdu les sequences des proteines d'enveloppe. En revanche, il existe entre les 
sequences "pol" et le retour a l'ORF SOR une zone qui ne presente aucune homologie avec 
des- sequences connues. Cette insertion ne semble done pas etre un dvenement recent. Cette 
conclusion est renforcee par les nombreuses modifications dans la sequence du gene que le 
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Figure 4. 1 : representation schematique du clone SOR complet. 

La partie superieure represente la sequence nucleotidique de l'ADNc reconstitue par 5*-RACE, 
avec les sites initiateurs (deux methionines precedees d'un codon stop) et terminateurs de 
traduction, et une partie des sequences 5' et 3' UTR. La partie inferieure represente la sequence 
polypeptidique deduite de l'ADNc et les dornaines proteiques potentiels, sur la base des 
similarites de sequences avec les canaux SKOR et SKOR2 d'Arabidopsis. 



retro-element a inactive. En outre, les sequences que Ton retrouve en amont de cet element 
transposable (a environ 3 kpb en 5' de l'ORF SOR) ne presentent pas de similarite avec la 
sequence codante 5' de l'ADNc partiel. 

Le fragment clone correspond done a un gene disrupte, qui ne peut permettre de 
completer la sequence de l'ADNc. L'analyse d'autres clones reperes dans la banque 
genomique a montre que ces clones contenaient egalement 1' element transposable. Us n'ont 
done pas pu etre utilises pour retrouver la sequence complete de l'ADNc partiel. 

Dans ce contexte, nous avons crible une seconde .banque d'ADN genomique (cv Pinot 
Noir, phage EMBL 3 SP6/T7), foumie par le laboratoire de la societe LVMH. Huit clones ont 
ete isoles, mais pour des raisons de temps, leur analyse n'a pas pu etre poursuivie de maniere 
complete au cours de cette these. Neanmoins, d'apres les premieres donnees, il semble que 
Fun des huit phages contienne le promoteur et une partie de la sequence codante du gene. 

4.1.2 Obtention du debut de la sequence par 5 '-RACE 

Nous avons mis en ceuvre une approche de 5'-RACE pour obtenir le debut de la sequence de 
l'ADNc. Cette approche est basee sur la transcription inverse d'ARN messagers, les ADNc 
resultants etant ligatures a des adaptateurs en 5'. Cela permet d'amplifier ensuite par PCR les 
sequences 5' des ADNc, a l'aide d' amorces s'hybridant sur ces adaptateurs (details de la 
procedure : chapitre 2, § 2.4.2). 

Nous avons travaille a partir d'ARN de cellules de baies en culture (cv Gamay) fournies 
par A. Ageorges (IPV, INRA, Montpellier). Les ARN totaux ont ete extraits a l'aide d'un 
tampon d'extraction contenant de la guanidine. A la suite des PCR, les produits amplifies ont 
ete analyses par electrophorese. Le gel obtenu presente un signal diffus, s'etalant de 300 a 
650 pb, avec une bande semblant se detacher a 350 pb. Ce fragment a ete clone dans 
pBluescript et sequence. Sa sequence est identique a celle du fragment d'ADNc partiel 
correspondant, et se prolonge en 5'. Nous avons ainsi pu localiser le site d'initiation de la 
traduction (figure 4.1). II se situe 98 pb en amont du premier nucleotide de la sequence de 
l'ADNc partiel. Ce site comporte deux methionines a la suite, immediatement precedees par 
un codon stop. La sequence du clone isole par 5'-RACE commence environ 150 pb en amont 
de la premiere methionine. Cela laisse supposer que le site d'initiation de la transcription 
pourrait se situer a ce niveau. Mais seule l'analyse de la sequence du promoteur pourrait le 
confirmer. 
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Figure 4.2 : alignement des sequences proteiques des canaux SOR de vigne, SKOR et SKOR2 
d'Arabidopsis. Les sequences sont alignees region par region. Rl : region N-terrninale. R2 : 
domaine transmembranaire. R3 : domaine de jonction. R4 : doma,ine potentiel de fixation des 
nucleotides cycliques. R5 : domaine variable. R6 : domaine Kha- La position des segments 
transmembranaires de la region R2 est indiquee par un trait au-dessus des alignements. Elle a 
ete determinee en utilisant un programme de prediction de ces structures a partir de la 
sequence primaire des proteines. La sequence de la proteine CAP d'E.coli a ete alignee en- 
dessous des sequences de la region R4. La sequence du motif ankyrine (Anky, Lux et aL, 
1990) a ete alignee au-dessous des sequences de la region R5. Les nombres k gauche et a 
droite des alignements indiquent la position de 1'acide amine en regard dans la sequence 
polypeptidique. Les rSsidus identiques sont en noir. Les acides amines appartenant au meme 
groupe de substitution conservative sont indiques sur fond gris clair. Les 7 groupes de 
substitution sont : 1 : K et R; 2 : D et E; 3 : N et Q; 4 : A et G; 5 : S et T; 6 : 1, M, L et V; 7 : F, 
W et Y. Les tirets correspondent a des decalages introduits pour maximiser les alignements. 
La position relative des introns dans les genes codant ces proteines est indiquee par un trait 
vertical et un numero place au-dessus des alignements. 



4.1.3 Analyse de la sequence polypeptidique deduite de I'ADNc 

La comparaison de la sequence polypeptidique deduite de l'ADNc complet avec les sequences 
des differents canaux de type Shaker identifies chez Arabidopsis (Cf. chapitre 1, § 1.5.2) 
indique que les similarites de sequence les plus fortes sont celles partagees avec les proteines 
SKOR et SKOR2 (figure 4.2). Les proteines SOR, SKOR et SKOR2 partagent environ 70% 
de residus identiques (figure 4.2) et environ 85 % de similarite. Les zones de conservation les 
plus importantes correspondent au domaine transmembranaire (R2), au domaine de jonction 
(R3), et au domaine de liaison aux nucleotides cycliques (R5), avec 90 a 95 % de residus 
similaires. Au niveau du domaine transmembranaire, les segments S5, P, et S6 sont quasiment 
identiques, alors que les acides amines situes entre la fin de S2 et la fin de S4 sont beaucoup 
plus variables. En particulier, le domaine S4, defini comme un senseur de voltage, presente 
entre les 3 canaux des remplacements au niveau de residus charges, qui pourraient etre 
impliques dans des differences de la sensibilite au voltage de ces canaux. 

Les regions les plus variables entre les 3 canaux sont le domaine ankyrine, et les 
domaines N- et C-terminaux. Les domaines ankyrine comptent 75 % de similarite, et les 
domaines C-terminaux 80 %. Le domaine N-terminal est le plus divergent. H peut etre 
considere comme forme de deux parties. La premiere comporte les 13 acides amines 
precedant le segment transmembranaire SI. Les sequences de SKOR et SOR y sont fortement 
similaires : 7 acides amines identiques et 2 synonymes, soit 69 % de similarite. La sequence 
de SKOR2 est un peu plus divergente, elle ne compte que 50 % de similarite avec les deux 
autres. La seconde region comprend les acides amines en amont de la premiere region. Elle 
concerne essentiellement SKOR et SOR, puisque le domaine N-terrninal de SKOR2 ne 
comporte au total que 16 acides amines, et done 3 acides amines seulement affectables a la 
seconde region. Les polypeptides SKOR et SOR presentent, eux, 76 et 36 residus dans cette 
seconde region. Leur alignement fait apparaitre seulement deux positions identiques et 3 
synonymes. Cette partie du domaine N-terminal correspond done a la zone la plus specifique 
de chacun de ces canaux. 



4.2 Analyse de la structure du gene SOR par PCR 
4,2.1 Approche experimental 

L'obtention de la sequence du gene par PCR a d'abord ete tentee par une amplification directe 
de toute la region codante, a partir d' amorces situees aux sites d'initiation et de fin de 
traduction. Cependant, aucune amplification n'a ainsi ete obtenue. Nous avons done decide 
d'ajnplifier des fragments plus petits et chevauchants de ce gene et de reconstituer ensuite la 
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Figure 4.3 : positionnement des introns dans les 3 genes SKOR, SKOR2 et SOR. 
Les introns sont positionnes par rapport a la sequence proteique (partie superieure du schema). 
Les losanges noirs indiquent les positions des introns. La partie inferieure positionne les introns 
sequences de SOR (fleches en traits pleins). La fleche en gras represente un intron 
caracteristique du sous-groupe SKOR2 (Pilot, 1999). Les tailles des introns de SOR sont 
indiquees (en paires de bases) par le nornbre sous les fleches. 
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Tableau 4.1 : position et longueur des introns des genes des canaux potassiques SKOR, SKOR2 et 
SOR. 

Le numero du site d' insertion est defini par rapport aux alignements de la figure 4.3. La position 
de P insertion dans un codon est figuree par un tiret. La longueur de chaque intron est indiquee 
sous le codon d'insertion. Les points d' interrogation indiquent que reformation correspondante 
n'a pas encore ete obtenue. 



sequence totale. Nous avons teste plusieurs conditions d' amplification, en faisant varier, de 
fa9on independante ou conjuguee : 

- la duree et la temperature de l'etape d'hybridation de la reaction de PCR, 

- 1' enzyme utilisee (Extrapol I [Eurobio], Taq polymerase), 

les combinaisons de programmes (periode de denaturation au debut de la reaction ["hot 
start"], reduction progressive de la temperature d'hybridation des amorces ["touch down"], 
gradi en t de temperature . . . ) , 

la stringence du milieu reactionnel (gammes de concentration de MgC^, de glycerol, de 
formamide, de DMSO), 

la matrice : ADN genomique de plusieurs cultivars, purifie par des methodes differentes, 
et utilise en quantites variables ( de 0,1 a 50 ng), 

les couples d'amorces (longueur des amorces, longueur supposee du fragment a amplifier). 

Malgre ces tentatives de mise au point, une grande partie du gene n'a pu etre arnplifiee et 
reconstitute. 

4.2.2 Resultats 

Les fragments dont l f amplification etait nette ont ete clones et sequences. Les amorces ont ete 
choisies de telle maniere que les divers fragments amplifies soient chevauchant sur des 
longueurs suffisamment importantes pour pouvoir estimer si des differences de sequence sont 
significatives (amplification a partir de genes differents) ou ndn (erreurs d'amplification, de 
sequen^age..). En effet, Tinconvenient de cette methode est que la specif icite de l'amplification 
est reduite si le genome comporte des genes fortement similaires. 

Au total, nous avons pu reconstituer 5,4 kpb de sequence, ce que Ton peut estimer 
correspondre a environ la moitie du gene. Les sequences ainsi obtenues couvrent les regions 
correspondant aux domaines proteiques suivants : (i) N-terminal a P; (ii) debut du domaine de 
jonction (R2) au milieu du domaine ankyrine (R5). Dans chacun de ces deux groupes de 
sequences, 3 introns ont pu etre positionnes. La taille de ces introns se revele 
exceptionnellement importante (tableau 4.1), par rapport aux longueurs d' introns des genes de 
canaux potassiques connus chez Arabidopsis (Cf. tableau 4.1 pour la taille des introns des 
genes de type SKOR). La comparaison de la position de ces introns avec ceux des genes 
SKOR eLSKOR2 est present6e sur les figures 4.2 et 4.3. Les positions 2-3-5-7 sont conservees 
entre les 3 genes, au nucleotide pres (figure 4.2). L'intron 1 est present chez SKOR et SOR, 
mais absent chezJSKOR2. Par contre, SOR ne possede pas l'intron 6, present uniquement chez 
SKOR. De plus, l'intron 8 est present chez SKOR2 comme chez SOR, mais pas chez SKOR. 



81 




Figure 4.4 : Southern blot d'ADN genomique (cv Pinot noir) hybride avec une sonde 
correspondant a l'ADNc SOR complet. 

Les positions et les tailles des marqueurs en kpb sont indiquees a gauche de rautoradiogramme. 
Les enzymes utilisees pour la digestion d? l'ADN genomique sont indiquees au-dessus des 
pistes correspondantes. 



Dans leur ensemble, ces observations suggereraient que SOR est l'orthologue chez la vigne du 
gene SKOR2 d'Arabidopsis. 

4.2.3 Nombre de copies du gene 

Le nombre de genes de type SKOR presents dans le genome de la vigne a ete recherche par 
Southern blot. Nous avons digere 1' ADN genomique par Hind m, EcoR I et Pst I. Ne 
disposant pas de la sequence complete du gene, nous ne pouvons cependant pas definir le 
profil de restriction et d'hybridation attendu dans le cas d'un seul gene de type SKOR. 
Cependant, si Ton se base sur les sequences geniques reconstitutes par PCR, la digestion de 
r ADN genomique par l'enzyme Hind m doit generer une bande de 1 100 pb environ. 

Les profils presentes sur la figure 4.4 laissent prevoir que plus d'un gene a ete revele par 
la sonde. En effet, meme si Ton admet que le gene SOR est tres grand (taille estimee a environ 
lOkpb), l'addition des tailles des bandes revelees dans le puits HindTR donne un total trop 
important. II est done probable que la sonde employee se soit hybridee avec un autre gene de 
sequence tres proche, malgre la stringence des conditions de travail (hybridation et lavages a 
65 °C). Cela suggere qu'il existe au moins un autre gene de type SKOR dans le genome de la 
vigne. 



4.3 Caracterisation fonctionnelle de SOR dans l'ovocyte de xenope 

L' analyse des caracteristiques fonctionnelles du canal SOR a ete realisee par BenoTt Lacombe 
au Laboratoire, apres expression heterologue dans l'ovocyte de xenope. 

Au prealable, nous avons clone l'ADNc SOR complet (reconstitue par S^RACE, Cf. 
§4.1.2) dans un vecteur permettant son expression dans l'ovocyte. Le vecteur d'expression 
employe est pCI (Cf. chapitre 2, § 2.8.1). D contient le promoteur d'un gene precoce du 
cytomegalovirus, qui permet une expression forte et constitutive. 

La construction a ete injectee dans le noyau des ovocytes. Les cellules exprimant le 
canal SOR ont ete selectionnees de maniere fonctionnelle, par un episode d' activation a 
+ 40 mV, a partir d'un potentiel de maintien h -100 mV, dans une solution contenant 
KC1 100 mM (K100). Les ovocytes presentant des courants sortants d'intensite superieure a 
2 ^A sont conserves. Ce processus de selection permet 6galement d'evaluer les valeurs de la 
conductance potassique et des conductances endogenes parasites. 
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Figure 4.5 : caracterisation fonctionnelle de SOR dans l'ovocyte de xenope par la methode du 
voltage-clamp a deux electrodes. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 10 ng de pCI-SOR 2 a 7 jours avant les enregistrements. La 
solution de bain contient: XC1 100 mM ([X+]=[K + ]+[Na + ]), CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES- 
NaOH10mM(pH7,4). 

A. Protocole de voltage impose. Le potentiel de maintien est de -80 mV. Quinze episodes 
successifs de 3,75 s sont imposes a des potentiels allant de -80 a +60 mV par pas de 10 mV. 

B. Traces de courant enregistrees en reponse au protocole presente en (A) dans une solution 
contenant 10 mmoLl' 1 de K + . 

C. Courbes courant-voltage. Les valeurs de courant k 1'etat stationnaire obtenues pour 2 
concentrations extemes en K + , 10 ou 100 rnmol.l 1 (cercles et losanges respectivement), sont 
representees en fonction du potentiel de membrane correspondant. 

D. Protocole de voltage impost a deux epoques. Le potentiel de maintien est de -100 mV. Durant la 
premiere epoque (duree 2,7 s), le potentiel de membrane est de +40 mV. Pour la seconde epoque 
(duree 2,7 s), 15 episodes successifs sont realises a des potentiels allant de -100 a +40 mV (pas de 
10 mV). 

E. Traces de courant enregistrees en reponse au protocole presente en (D) dans une solution 
contenant K + 10 mM. 

F. Potentiel ^inversion (E rev ) du courant SOR a 2 concentrations differentes de K + : 10 et 100 
mmol.l" 1 (losanges; moyenne et ES de 4 mesures independantes). La ligne pleine represente le 
potentiel d'equilibre de K + (E K ) calcule avec Tequation de Nernst. 



4.3.1 Analyse par voltage-clamp a deux electrodes 

La technique du voltage clamp a deux Electrodes permet d' analyser les courants 
macroscopiques sur la membrane de l'ovocyte. Les caracteristiques etudiees dans une 
premiere etape ont ete la sensibilite du canal au voltage et sa selectivity ionique. Dans une 
seconde etape, les effets de la concentration en potassium externe et du pH ont ete analysees, 
et une approche pharmacologique a ete initiee. 

Sensibilite au voltage 

Les ovocytes sont soumis a des episodes de depolarisation dont le protocole est represente 
dans la figure 4.5 A. A partir du potentiel de maintien de -80 mV, 15 episodes successifs de 
3,75 s sont realises. Le potentiel varie au cours de ces episodes de -80 a + 60 mV, le pas entre 
chaque episode etant de 10 mV. Apres chaque episode, il y a un retour au potentiel de 
maintien, qui est conserve pendant 8 s. La concentration de K + dans la solution exterieure est 
de 10 ou lOOmmol.l" 1 . 

Le courant observe est un courant de type "sortant". L'activation est lente et de type 
sigmoidal (figure 4.5B). L'etat stationnaire est atteint en 2 s. D n'a pas ete observe 
d'inactivation durant des episodes de depolarisation prolonges jusqu'a 10 s. 

Les valeurs de courant enregistrees a l'etat stationnaire sont representees en fonction du 
potentiel de membrane correspondant, de facon a obtenir la courbe VW du canal dans ces 
conditions (figure 4.5C). En presence de K + 10 mM, un courant est observe lofsque le 
potentiel devient moins negatif que -60 mV, une valeur seuil proche du potentiel d'equilibre 
de K + (E K ). L' augmentation de la concentration en K + de la solution a KC1 100 mmol.l" 1 
provoque un glissement de cette valeur seuil vers une valeur plus positive, proche de celle du 
nouveau potentiel d'equilibre de K + (Ek). Cette propriety (deplacement du potentiel 
d'activation suivant les variations de E K ) a egalement 6te observee chez le canal SKOR. 

Le potentiel d'inversion du courant (Erev) est la valeur particuliere de potentiel pour 
laquelle le courant s'annule. D est obtenu en soumettant l'ovocyte au protocole presente sur la 
figure 4.5D. Les courbes obtenues en reponse (figure 4.5E) permettent de determiner les 
valeurs de Er ev pour differentes concentrations de K + dans la solution exterieure (10 et 
100 mmol.l" 1 ) de maniere graphique, en reportant les valeurs du courant instantane" initial (au 
moment du saut de potentiel) sur une courbe I/V (non montre). Nous avons ainsi constate" que 
Erev suit le potentiel d'equilibre de K + , ce qui indique que SOR est un canal s61ectif du 
potassium (figure 4.5F). 
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Figure 4.6 : sensibilite de SOR a la concentration externe en K + . 

Les ovocytes ont regu une injection de 10 ng de pCI-SOR 4 jours avant les enregistrements 
(voltage-clamp a deux Electrodes). La solution de bain contient: XC1 100 mM 
([X + ]=[K + ]+[Na + ]), CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,4). 

A. Courbes courant-voltage pour 4 concentrations externes en K + : 0 (cercles); 1 (carres), 10 
(triangles) et 100 (losanges) mmol.l" 1 . 

B. Valeurs du courant stationnaire a +40 mV en fonction de la concentration externe en K + 
normalisee par rapport k la valeur obtenue dans K + 10 mM (moyennes ± ES, n=3). 



Selectivity du canal 

La selectivity peut etre evaluee par le rapport du coefficient de permeabilite "P" d'un ion 
alcalin (Rb + , Na + ) sur celui de K + (rapport P rb /Pk par exemple). Ces rapports sont determines 
a partir du potentiel d' inversion du courant E rev , mesure dans des solutions externes con ten ant 
du KC1, puis du RbCl ou du NaCl a la concentration de lOOmmolJ" 1 . Cela donne une 
approximation de la capacite des ions qui se trouvent a 1'exterieur de la membrane (Rb + , Na + ) 
a "compenser" les ions K + a l'interieur de la cellule. Les valeurs de E rev obtenues sont traitees 
par les equations de Goldman-Hodgkin-Katz, de maniere a obtenir les valeurs des rapports des 
coefficients de permeabilite. 

Les rapports de permeabilite P RB /P K et P N *fP K obtenus pour SOR sont de 0,47 (±0,03; 
n=4) et 0,02 (± 0,003; n=5) respectivement, indiquant que le canal est tres selectif du K + . Ces 
valeurs sont proches de celles determinees pour SKOR (respectivement de 0,58 et 0,04; 
Gaymard et al, 1998). II semble que les canaux vegetaux de type Shaker sont tous selectifs du 
potassium (B. Lacombe, communication personnelle). 

Regulation de l'activite du canal par la concentration de K* dans la solution exterieure 

L'effet de la concentration externe de K + sur l'activite du canal a ete etudie dans la gamme de 
concentrations de 0 a 100 mmoli" 1 . D'un point de vue thermodynamique, SOR etant un canal 
sortant, on pouvait s'attendre a ce que la diminution de la concentration exteme de K + 
provoque une augmentation du courant (augmentation statistique de la tendance du potassium 
a sortir de la cellule pour etablir l'equilibre des concentrations de part et d'autre de la 
membrane). La figure 4.6 montre que c'est effectivement le cas lorsque la concentration est 
diminuee de 100 a lOmmoI.l 1 . Par contre, dans la gamme de 10 a 0 nunolJ" 1 , le courant 
diminue quand la concentration diminue (figure 4.6B). Un phenomene identique a ete observe 
pour SKOR exprime dans l'ovocyte de xenope (Gaymard et al, 1998), ainsi que pour les 
canaux sortants caracterises in situ sur la membrane de cellules de garde (Blatt et Gradmann, 
1997) ou de cellules du parenchyme xylemien racinaire (Roberts et Tester, 1995; De Boer et 
Wegner, 1997). Une hypothese avancee pour expliquer ce type de comportement est qu'il 
existerait une regulation de l'activite des canaux de type SKOR par les ions K + externes (Le. 
que le canal presenterait un site de regulation allosterique par K + sur sa face exteme). 

Regulation de l'activite par le pH 

Les effets du pH externe sur l'activite du canal SOR ont 6te testes pour des valeurs de pH de 
8, 7,5 et 6. Le passage de pH8 a pH7,5 n'affecte pas l'intensite du courant de fagon 
significative (figure 4.7A). Par contre, 1' acidification h pH6,5 provoque une reduction du 
courant voisine de 20 % a -40 mV (figure 4.7 A). La valeur du potentiel d' activation reste 
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Figure 4.7 : sensibilite de SOR au pH externe et interne. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 10 ng de pCI-SOR 2 a 7 jours avant les enregistrements 
(voltage-clamp a deux electrodes). La solution de bain pour l'etude du pH externe (pHe) 
contient: KC1 100 mM, CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM et HEPES-NaOH 5 mM (pH 7,4) ou Tris- 
MES 5 mM (pH 6,0). La solution de bain pour l'etude du pH interne (pHi) contient: CaCl 2 
1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 5 mM (pH 7,4) et KC1 100 mM (pHi 7,4) ou K-acetate 
100 mM (pHi 7,2). La presence d' acetate (base faible) provoque une acidification du pH 
cytoplasmique de 0,2 unite environ (Lacombe^f aL, 2000). 

A. Courant a l'etat stationnaire en fonction du voltage pour trois valeurs du pH extracellulaire 
(pHe): 8,0 (carres); 7,5 (cercles) et 6,0 (triangles). 

B. Courant a l'etat stationnaire en fonction du voltage pour deux valeurs du pH intracellulaire 
(pHi): 7,4 (cercles) et 7,2 (losanges). 

Les donnees sont les valeurs moyennes (± ES) de 3-7 ovocytes. 



inchangee. Le canal SKOR presente une sensibilite au pH similaire. n a ete montre pour ce 
canal que cette inhibition est due a une reduction du nombre de canaux ouverts et non a une 
diminution de la conductance unitaire de chaque canal (Lacombe, 2000). 

Les effets du pH interne sont nettement plus marques. Une acidification de 0,2 unite de 
pH (de pH 7,4 a pH 7,2) se traduit par une inhibition d' environ 50 % (figure 4.7B). Ici encore, 
le potentiel d'activation n'est pas modifie. A nouveau, ce comportement est similaire a celui 
du canal SKOR. Cependant, dans les memes conditions, SKOR presente un taux d'inhibition 
encore superieur, voisin de 80 %. Cette inhibition, comnie celle resultant de 1' acidification du 
pH externe, est egalement attribute a une reduction du nombre de canaux ouverts : la 
conductance unitaire de chaque canal n'est pas alteree par T acidification, mais le 
"recrutement n des canaux se fait moins bien. 

Proprietes pharmacologiques du canal SOR 

Trois inhibiteurs ont ete testes dans cette etude : le Ba 2+ , le TEA (deux bloqueurs classiques 
des canaux potassiques) et le verapamil. Ce dernier est principalement connu pour son action 
bloquante sur les canaux calciques de type L anirnaux, mais il a egalement un effet sur 
certains canaux potassiques sortants vegetaux et animaux (Thomine et al y 1994; DeCoursey, 
1995). 

L'addition de Ba 2+ 5 mM dans la solution externe se traduit par une inhibition du 
courant voisine de 60 % a -40 mV (figure 4.8A). Au meme potentiel, le TEA (10 mM) 
provoque une reduction du courant proche de 70 % (figure 4.8B), et le verapamil (10 jxM) une 
inhibition de 45 % (figure 4.8C). L'intensite de l'inhibition par ces trois agents ne depend pas 
de la valeur du voltage (resultats non montres). Les effets inhibiteurs sont comparables a ceux 
observes pour le canal SKOR. 

4.3.2 Analyse en patch-clamp : determination de la conductance unitaire du canal 

Les experiences de patch-clamp ont ete realisees sur des ovocytes exprimant SOR. Les 
premieres analyses ont ete effectuees en configuration "cellule attachee". Cela signifie que la 
pipette de patch est approchee de la membrane de la cellule, de maniere a etablir une liaison 
hydrophobe (verre de la pipette/phospholipides membranaires) tres forte. Le courant 
enregistre dans cette configuration circule par les canaux presents dans le bout de membrane 
isole a l'extremite de la pipette. Ces canaux restent exposes aux conditions cytoplasrniques 
"normales". Si ces canaux sont peu nombreux, il est possible d'accSder a leurs propri6tes 
"unitaires". La figure 4.9A presente un exemple d'enregistrement de courants unitaires realise 
dans ces conditions, a trois potentiels (0, +30 et +60 mV). L'intensite du courant varie entre 
un nombre fini de niveaux discrets. Pour Une meilleure comprehension, la trace obtenue a 
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Figure 4.8: caracterisation pharmacologique de SOR : effet bloqueur du baryum, du TEA et du 
verapamil. 

Les ovocytes ont regu une injection de 10 ng de pCI-SOR 2 a 7 jours avant les enregistrements 
(realises en voltage-clamp a deux electrodes). La solution de bain contient : KC1 10 mM, CaCl 2 
1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM, pH 7,4, plus XC1 90 mM ([X]=[Na + ]+[bloqueur]). 
Courbes courant/voltage a Tetat stationnaire (normalisees par rapport a la valeur de courant a 
+40 mV en absence de bloqueur) en absence (cere les) ou en presence de Ba 2 + 5 rnM (A, carres), 
de TEA 10 mM (B, triangles) ou de verapamil 10 fiM (C, triangles inverses). 
Les donnees sont les valeurs moyennes (± ES) obtenues pour 3 ovocytes. 



OmV est detaillee ci-apres. Les canaux presents dans le patch sont fermes pendant les 
premieres 700 ms. Les fluctuations autour de la ligne de base sont dues a l'agitation 
thermique : le courant oscille de maniere aleatoire autour d'une valeur moyenne. Puis, a 
700 ms, le trace passe a un niveau superieur : un ganal s'est ouvert, et un courant circule a 
travers. L' amplitude de ce courant est de 1,4 pA environ. Le canal reste ouvert pendant 
environ 350 ms, puis se referme : le trace revient au niveau initial, il n'y a plus de courant. 
Lorsque l'on augmente la valeur de la depolarisation de la membrane, le nombre de canaux 
ouverts augmente : 3 niveaux d'ouverture sont detectes a + 30 mV, et un quatrieme canal est 
ouvert a + 60 mV. L' interpretation est que plusieurs canaux (au moins 4) sont presents dans le 
patch de membrane a l'extremite de la pipette, et que la probability d'ouverture de ces canaux 
augmente avec la depolarisation de la membrane. Autrement dit, le canal est regule par le 
voltage, la depolarisation de la membrane Tactivant. 

La figure 4.9B compare les cinetiques d' activation de ces canaux a celle du courant 
macroscopique SOR. La courbe correspondant au patch-clamp represente la sommation des 
enregistrements obtenus pour 150 episodes de depolarisation a + 40mV. Cette courbe 
presente une allure relativement similaire a la courbe experimentale obtenue par voltage- 
clamp a 2 electrodes. Ce type de similitude indique qu'il s'agit bien des memes canaux dans 
les deux cas (Le. courants unitaire et courants macroscopiques). 

Les histogrammes d' amplitude presentes sur la figure 4.9C montrent la repartition des 
canaux entre etat ferme et etats ouverts, selon le potentiel applique. Les donnees initiales 
proviennent des enregistrements presentes sur la figure 4.9 A. L'enregistrement des courants 
unitaires est analyse par l'ordinateur comme une succession de points. Ces points peuvent etre 
definis par deux composantes : la composante temporelle (n idme point de l'enregistrement), et 
la composante intensite du courant (n pA). Les valeurs d'intensite du courant sont alors 
regroupees en classes d'intervalle defini (par exemple, dans notre cas : 0,005 pA a 0 mV; 
0,02 pA a 30 mV et 0,04 p A a 60 mV) par un programme d' analyse. Ce programme 
represente graphiquement ces classes sous la forme d'un histogramme, indiquant le nombre de 
points correspondant a une intensite de courant donnee. Les histogrammes sont ajustes par une 
courbe de Gauss, et Ton obtient les pics presentes sur la figure 4.9C. Comme precedemment, 
nous allons detailler l'histogramme obtenu pour le courant fixe a 0 mV. Les deux pics sont 
centres sur deux valeurs de courant : 0 et 1,4 p A, qui correspondent respectivement a l'etat 
ferme et a l'etat ouvert droits sur la figure 4.9 A. La largeur de ces pics n'est pas la meme, elle 
depend des fluctuations autour de chaque niveau discret, et ces fluctuations sont toujours plus 
importantes lorsque les canaux sont ouverts, ce qui explique que le pic centre sur 1,4 pA est 
plus large. La surface d'un pic est proportionnelle au nombre de points ayant ete comptabilises 
pour l'intensite correspondante, elle est done le reflet de l'etat ouvert ou ferme des canaux du 
parch. Nous pouvons constater que le pic aOpAa une surface plus importante que celui a 
1,4 pA : cela correspond bien a l'enregistrement present^ sur la figure 4.9A, ou, a 0 mV, les 
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Figure 4.9: caracterisation fonctionnelle de SOR dans Tovocyte de xenope par la methode du 
patch-clamp. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 10 ng de pCI-SOR 2 a 7 jours avant les enregistrements 
(mode cellule attachee). La solution de bain contient : KC1 100 mM, MgCl 2 1,5 inM, HEPES- 
NaOH 10 mM (pH7,4). La solution de pipette contient: XC1 100 mM ([X + ]=[K + ]+[Na+]), 
MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,4). 

A. Courants unitaires enregistres en reponse a une depolarisation de la membrane (0, 30 et 
60 mV). Quatre canaux au moins sont presents dans ce patch. C : canal ferine; Ol, 02, 03 et 
04 : un, deux, trois ou quatre canaux ouverts, respectivement. 

B. Comparaison des cinetiques d'activation de SOR obtenues en voltage-clamp a deux electrodes 
et en patch-clamp. La trace superieure est le courant macroscopique normalise enregistre a 
+40 rnV en voltage-clamp a deux electrodes. La courbe inferieure represente la sommation de 
150 episodes (de 2.5 s chacun) a +40 mV en patch-clamp (mode cellule attachee) similaires a 
ceux presentes dans le panneau A. 

C. Histogrammes d'amplitude obtenus a partir des enregistrements presentes en (A). Le pic, a 
environ OpA, correspond a Tetat ferme et les autres pics & 1, 2, 3 ou 4 canaux ouverts. Les 
fleches indiquent les positions des pics obtenus a +60 mV. 

D. Courants unitaires representes en fonction du potentiel impose. Les amplitudes de courants 
sont obtenues a l'aide des histogrammes d'amplitude (comme ceux presentes en C). Les 
symboles pleins representent les courants enregistres avec 10 mmol.l 1 de K + dans la pipette, 
alors que les symboles ouverts representent les courants enregistres avec 100 mmol.l" 1 de K" 1 ". 
Chaque symbole correspond a un patch different (n=4). Les courbes en pointilles correspondent 
aux ajustements lineaires, determinant la conductance unitaire : 23 pS pour 10 mmol.r 1 de K + et 
34 pS pour 100 mmol.l- 1 de K + . 



canaux sont plus souvent a l'etat ferme qu'a l'etat ouvert. Lorsque le potentiel de 
depolarisation augmente, les canaux s'ouvrent. Chaque pic est centre sur la valeur du courant 
correspondant a l'ouverture de 1, 2, 3 ou 4 canaux (Ol, 02, 03, 04) (voir les fleches sur la 
figure 4.9C). La distance separant les pics est identique pour une valeur de voltage donnee : 
elle correspond au courant unitaire du canal, et puisqu'elle est constante entre deux pics, cela 
montre que Ton a bien des canaux identiques (Le. SOR) dans le patch. 

A partir des donnees presentees dans les figures 4.9A et C, il est possible de tracer la 
courbe 1/V des courants unitaires en fonction du potentiel (figure 4.9D). Un ajustement 
lineaire des valeurs pour chaque concentration de potassium externe permet de determiner la 
conductance unitaire du canal dans ces conditions : 23 pS dans K + 10 mM et 34 pS dans 
K + 100 mM. La valeur de 23 pS dans K + 10 mM est comparable a celle du canal SKOR dans 
les memes conditions. On observe de plus que la valeur de potentiel a laquelle chaque droite 
de regression coupe Taxe des abscisses correspond approximativement a la valeur de E K 
(fonction de la concentration en potassium du milieu) : respectivement -60 mV dans 
K + 10 mM et 0 mV dans K + 100 mM. Cela indique que le courant est essentiellement porte 
par les ions K + , confirmant done que le canal est effectivement selectif de cet ion. 



4.4 Localisation de Pexpression du gene SOR dans la plante 

Les donnees d'expression du gene SOR dans la plante (cv Pinot noir) ont ete obtenues par RT- 
PCR. Cette etude a necessite l'adaptation prealable des protocoles connus d'extraction d'ARN 
aux differents organes etudies. 

4.4.1 Extraction d'ARN 

L'isolement d'ARN totaux integres est un probleme pour un grand nombre d'especes et 

organes vegetaux (notamment les fruits). Les difficultes rencontrees sont souvent liees aux 

accumulations de reserves lipidiques ou glucidiques et de produits du metabolisme 

secondaire. Chez la vigne, elles sont dues a la presence massive de polyphenols et 

polysaccharides, qui contaminent les preparations d'ARN. Les polyphenols peuvent 

provoquer des phenomenes d'oxydation, des les premieres etapes de la purification, ce qui se 

traduit ensuite par une alteration de la qualite des ARN. Les polysaccharides, eux, n'alterent 

pas la qualite des ARN mais affectent le rendement de Textraction et les reactions de biologie 

moleculaire ulterieures. En effet, ils sont difficilement separables des ARN pendant les etapes 

de purification (notamment pendant la precipitation alcoolique, Cf. chapitre 2, § 2.3.1). Leur 

presence dans la solution d'ARN augmente la viscosite de cette solution, rendant le pipettage 

* 

tres imprecis et faussant la migration electrophoretique. De plus, les polysaccharides, de 
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meme que les polyphenols, compliquent les dosages spectrophotometriques car ces composes 
ont une absorbance sous UV identique ou proche de celle des ARN. Enfin, ces composes 
peuvent creer des liaisons irreversibles avec les ARN, ce qui perturbe leur migration 
electrophoretique et inhibe Taction des enzymes classiques de biologie moleculaire. 

L' extraction des ARN de vigne a necessite 1'utilisation de trois protocoles. Les ARN des 
parties vegetatives aeriennes ont ete extraits par la methode decrite par Fillion et al (1999). 
L' extraction des ARN de baies a ete realisee selon le protocole mis au point par Tesniere et 
Vayda (1991) et simplifie par Fillion et al (1999). Ces deux protocoles, et un troisieme, decrit 
par Parcy (Parcy et al, 1997; Parcy et Giraudat, 1997), ont ete utilises pour extraire des ARN 
des racines, mais aucun d'entre eux ne nous a permis d'obtenir de preparation satisfaisante 
d' ARN a partir des ces organes. 

Extraction d 'ARN d 'organes vegetatifs aeriens 

Le protocole permettant d' extraire les ARN des parties vegetatives aeriennes avec le meilleur 
rendement est le protocole decrit par Fillion et al (1999), adapte de celui mentionne par 
Davies et Robinson (1996) (C/. chapitre 2, § 2.3.1). II est base sur l'extraction au perchlorate 
de sodium (5 M), un puissant agent chaotropique. Ce compose est suppose destabiliser toutes 
les structures des composants cellulaires. II est utilise en association avec du PEG 4000 
(2 % w/v), du SDS (1 % w/v), du 0-mercaptoethanol (1 % w/v), qui renforcent son effet 
destabilisant, et avec de la polyvinyl-polypyrrolidone, qui chelate les polyphenols. 

La purete des ARN, evaluee sur gel d'electrophorese denaturant, est tres satisfaisante. 
Les ARN ribosomiques, mais aussi les ARNt semblent parfaitement intacts. Le rendement de 
la purification est de 20 p,g d'ARN totaux par g de matiere fraiche pour les rafles, de 110 \ig 
par g pour les feuilles et de 30 jag par g pour les tiges. 

Extraction des ARN de baies 

Les ARN de baies ont ete extraits suivant le protocole decrit par Fillion et al (1999), adapte 
de celui mis au point par Tesniere et Vayda (1991). Ce protocole repose sur une purification 
des ARN par ultracentrifugation de l'homogenat cellulaire a travers un coussin de chlorure de 
cesium 5,7 M. Le tampon d'extraction employe ne contient pas d'agent organique 
deproteinisant, mais des detergents, combines a un inhibiteur non-specifique de proteases 
(l'acide aurintricarboxylique), une force ionique importante et un pH basique. 

Le rendement des extractions est relativement constant au long du developpement de la 
baie : 11 ng d'ARN totaux par g matiere fraiche en moyenne pour "les jeunes baies, 15 (Xg par 
g a la veraison et 10 jxg par g pour les baies ipatures. 
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Extraction d'ARN de racines 

Le protocole decrit precedemment pour les parties aeriennes a egalement ete utilise pour tenter 
d'extraire des ARN de racines provenant de pi antes cultivees sur un substrat de perlite. Des 
ARN ont ete obtenus avec un rendement apparent de 25 pig par g de matiere fraiche. 
Cependant, la suspension d'ARN etait tres visqueuse, les ARN presentaient un retard certain 
en migration electrophoretique, et leur aspect suggerait une alteration de leur qualite. De fait, 
les reactions de RT-PCR ont toujours echoue sur ces ARN, de meme que les tentatives 
d'hybridation en Northern blot. H est done fort probable que des elements contaminants 
etaient restes avec les ARN malgre la purification, et empechaient toute utilisation de ce 
materiel. 

Nous avons done teste un protocole classique employe pour les extractions d'ARN 
d? Arabidopsis et de Mais, maitrise au laboratoire. Les racines utilisees alors provenaient de 
vignes cultivees en hydroponie. Le protocole utilise un melange 
phenol/chloroforme/isoamylalcool particulier (50/24/1 v/v/v/) (Parcy et a/., 1997; Parcy et 
Giraudat, 1997) qui permet de ne garder que les acides nucleiques dans la phase aqueuse. Une 
precipitation differentielle par du LiCl est effectuee pour ne garder que les ARN. Les ARN 
ont ete obtenus avec un meilleur rendement qu'avec la methode precedente (80 |Ug par g de 
matiere fraiche), et la suspension etait moins visqueuse. Cependant, elle presentait une couleur 
brune indiquant que des contaminants etaient encore presents dans les extraits. Les resultats 
de 1' analyse par electrophorese suggeraient toutefois que les ARN etaient de bonne qualite. 
Les reactions de RT-PCR et les hybridations ont quand meme echoue. 

Le protocole utilise pour l'extraction des ARN de baies (presentee ci-dessus) a 
egalement ete tente pour obtenir des ARN de racines purs. Cependant, malgre de multiples 
tentatives, les ARN etaient toujours degrades a Tissue de la purification. 

4.4.2 Localisation de l'expression par Northern Blot 

La methode de Northern blot est couramment utilisee pour determiner la localisation de 
l'expression d'un gene. Nous avons tente d'utiliser cette methode avec les ARN extraits selon 
les rnethodes decrites precedemment. Dix jag d'ARN ont ete deposes sur un gel 
d' electrophorese denaturant, transferes sur membrane, et hybrides avec une sonde 
correspondant a l'ADNc SOR. Aucun signal n'a pu etre detecte, quelle que soit la temperature 
ou le tampon d'hybridation employes. Nous avons egalement teste une sonde correspondant a 
un gene ubiquitaire, exprime constitutivement, codant le facteur d'61ongatidn de la traduction 
ZTFJ)' (Kidou et "ah, 1998). Seuls les ARN de feuilles, tiges et jeunes rafles, extraits par la 
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Figure 4.10 : localisation de Texpression de SOR par RT-PCR. 

Dix jLig d'ARN totaux ont ete retro-transcrits, et 1 jxl de la reaction a servi de matrice pour la 
PCR. 1: rafles (avant la veraison); 2 : racines; 3 : tiges; 4 : jeunes feuilles; 5: jeunes baies 
(recoltees 30 j avant veraison); 6 : baies a veraison; 7 : baies en cours de maturation (densite des 
baies de 150-180 g.l" 1 )- Le gel du haut correspond a l'analyse des produits de PCR obtenus avec 
des amorces specif iques de SOR. Les produits d' amplification presentes sur le gel du bas ont ete 
obtenus avec des amorces specifiques de EFly . La RT-PCR d'isFiyconstitue le ternoin positif 
de reaction. 



methode de Fillion et aL (1999), ont permis d'obtenir un signal, de tres faible intensite. Ces 
resultats suggerent que : 

- le gene SOR est trop faiblement exprime pour etre detectable en Northern blot, et/ou 

- il reste des contaminants avec les ARN, qui genent 1' hybridation. 

Nous nous sommes done tournes vers la technique de RT-PCR pour localiser l'expression du 
gene SOR dans la plante. 

4.4.3 Localisation de l'expression par RT-PCR 

La presence du transcrit SOR a ete recherchee dans les organes suivants : feuilles, racines, 
tiges, jeunes rafles et baies. Nous avons recherche son expression dans la baie a trois stades de 
developpement differents : jeune baie verte, baie a veraison et baie en cours de maturation. 

Les reactions de transcription inverse ont ete realisees a partir de 10 jug d'ARN totaux, 
extraits selon les differentes methodes decrites au paragraphe 4.4.1. Une partie aliquote du 
produit sert de matrice pour la reaction de PCR. Celle-ci est realisee dans des conditions non 
quantitatives, l'objectif etant ici d'obtenir seulement une reponse de type "presence ou 
absence" de TARN messager SOR. Les reactions ont ete repetees trois fois de maniere 
independante, a partir de lots d'ARN differents. Nous avons choisi comme temoin positif de 
reaction le facteur d'elongation EFly. Un fragment de sa sequence codante (315 pb) est 
disponible dans les banques de donnees. II a ete obtenu chez le cv Kyoho, issu du croisement 
Vitis labrusca x Vitis vinifera (AC 176496). Les amorces dessinees a partir de cette sequence 
ont donne de bons resultats d'amplification chez V. vinifera, sur ADN genomique comme sur 
ADNc. 

Les resultats des RT-PCR sont presentes sur la figure 4.10. L'ARN SOR a ete retro- 
transcrit et amplifie dans tous les echantillons a 1'exception des racines. Cela ne signifie pas 
que SOR n'y est pas exprime, puisqu'il n'y a pas non plus amplification d'EFly. La reaction a 
ete repetee a plusieurs reprises sans obtenir d'amplification pour aucun des deux genes, 
accentuant le doute sur la qualite de l'extrait d'ARN. 

Les differences d'intensite observees sur gel entre les differents depots apres analyse 
electrophoretique ne peuvent pas etre considerees comme significatives. En effet, comme 
nous l'avons deja mentionne, 1'efficacite de reaction des transcriptions inverses et surtout des 
PCR peut varier dans de tres larges proportions, d'autant plus que nous n'avons pas pris en 
cornpte, dans cette experience, les limites quantitatives de la PCR. Nous pouvons seulement 
conclure de ces resultats que le gene SOR est exprime dans tous les organes aeriens testes 
(feuilles, tiges, rafles) et dans les baies quel que soit leur stade de cfeveloppement. 
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4.5 Quantification de l'abondance des transcrits SOR 

Une analyse de l'expression par RT-PCR quantitative a ete menee sur les organes ou 
l'expression de SOR a et6 detectee : feuilles, tiges, jeunes rafles, et baies. L'etude sur les baies 
a ete conduite de facon plus detaillee que precedemraent, en utilisant 9 lots differents de baies 
correspondant a des stades de developpement de plus en plus avances (tableau 4.2). 

4.5.1 Methodes 

Realisation et analyse des RT-PCR quantitative* 

Le principe experimental est semblable a celui d'une RT-PCR classique. Cependant, afin de 
niveler les differences d'efficacite de reaction, nous avons dans un premier temps melange les 
produits de 3 reactions de transcription inverse. Ce melange a servi de matrice a 3 PCR pour 
chaque gene etudie (SOR et EFly). 

Une reaction de PCR presente trois phases. La premiere comporte un temps de latence 
plus ou moins long avant que Ton commence a detecter une amplification. La seconde est une 
periode d'amplification exponentielle (i.e. on obtient une droite si on represente 1'apparition 
de l'ADN en fonction du temps en echelle semi-logarithmique). Enfin, la troisierne phase 
correspond a l'&ablissement d'un plateau : 1'amplification se fait avec une efficacite reduite 
car le milieu reactionnel est epuise. Afin de travailler dans des conditions quantitatives, il faut 
determiner les bomes de la deuxieme phase. Pour cela, nous avons effectue des prelevements 
de melange reactionnel entre le dixieme et le vingt-quatrieme cycle, tous les deux cycles. Ces 
prelevements ont ete denatures a la soude, deposes sur membrane, et hybrides avec les sondes 
correspondant a SOR et EFly. Les resultats de ces hybridations ont ete analyses par utilisation 
d'un phosphorimager et du logiciel ImageQuant. Les analyses statistiques operees sur les 
donnees de quantification nous ont permis de determiner la zone d'amplification la plus 
lineaire en representation semi-logarithmique : elle se situe entre le 14* me et le 22 6me cycle. 

Nous avons alors estime, dans cet intervalle, la quantite de transcrits SOR par rapport au 
temoin interne EFly. Cela a ete fait par 2 methodes differentes. 

(i) Nous avons calcule pour chaque gene, les moyennes des valeurs de quantification 
obtenues pour les 3 PCR, pour chaque cycle de la zone lineaire ou il y a eu 
prelevement (c'est-a-dire les cycles 14, 16, 18, 20 et 22). Nous avons alors fait le 
rapport de ces valeurs moyennes (i.e. moyenne obtenue pour SCW/moyenne obtenue 
pour EFly) pour chacun de ces cycles. Enfin, nous avons calculd la moyenne generate 
de ces rapports (en ne faisant plus de distinction entre les cycles). On obtient ainsi la 
valeur moyenne de la quantite d'ADNc SOR par rapport a EFly, pour la zone lineaire 
- de la PCR. Ce resultat est pris comme indicateur de l'abondance du messager SOR par 
rapport a celle du messager EFly dans'l'echantillon soumis a la transcription inverse. 
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Lot Stade de developpement 



1 

1 


^ujuurb aVd.ni verdiouii 


9 


o jours avdjii vcrd.iJbun 


Q 
-J 


veraison 


4 


10-20% des baies colorees 


5 


30-50% des baies colorees 


6 


Densite de 150-180 g.l -1 (equivalent saccharose) 


7 


100% des baies colorees 


8 


Densite de 180-220 g.l" 1 (equivalent saccharose) 


9 


Densite de 220-250 g.l -1 (equivalent saccharose) 



Tableau 4.2 : stades de developpement des baies utilisees pour 1' analyse de F expression du gene 
SOR (et du gene SIRK : Cf chapitre 5, § 5.4.2, figure 5.13). 

La veraison a ete determinee au moment ou environ 50% des baies de la parcelle etudiee avaient 
subi un ramollissement. Le pourcentage de coloration des baies est estirrie sur une grappe. La 
densite est exprimee en g.l -1 de saccharose. Les baies sont plong€es dans des solutions de 
concentrations croissantes de saccharose (150, 180, 220, 250 g.l" 1 )- Lorsqu'elles flottent, elles 
sont moins denses que la solution testee. Quand elles coulent, elles sont de densite superieure. 
Les deux valeurs specifiees indiquent respectivement la concentration de saccharose a laquelle 
les baies coulent et celle a laquelle elles flottent. 



(ii) Pour les memes cycles que ci-dessus (14, 16, 18, 20 et 22) de chaque PCR, le rapport 
des signaux relatifs a SOR et EFly est calcule. Puis la moyenne des 3 rapports obtenus 
pour chacune des 3 PCR est etablie. La moyenne de ces moyennes (tous cycles 
confondus), constitue egalement un indicateur de l'abondance de SOR par rapport a 
EFly. 

En pratique, les deux methodes nous ont donne des resultats tres proches. Les resultats 
presentes dans la suite correspondent a ceux obtenus par la seconde methode. 

Ordonnancement des echantillons de baies 

L' expression du gene SOR a ete analysee au cours du developpement de la baie. Les baies ont 
ete recoltees toujours a la merne heure de la journee, et selon des criteres differents au cours 
de leur developpement. Au stade herbace, elles ont ete classees selon leur taille, en fonction de 
la date. La veraison a ete determinee par le ramollissernent des baies (veraison physiologique). 
Ce stade a ete apprecie au toucher. Apres la veraison, les baies ont ete classees en fonction du 
pourcentage de coloration des baies au sein d'une grappe. L' evolution de la couleur est un bon 
marqueur des premieres phases de la maturation des baies. Les baies provenant de trois 
grappes de premier rang ont ete recoltees, a partir de trois ceps differents. Les baies dont la 
taille differe clairement de celle des autres baies de Techantillonnage ont ete eliminees. 
Cependant, la maturation se poursuit bien apres que les baies d'une meme grappe soient toutes 
completement colorees. La methode utilisee alors pour evaluer l'etat de maturation a consiste 
a es timer la densite des baies par rapport a des solutions de saccharose de concentrations 
definies (de 150 a 250 gX 1 ). Les baies sont plongees dans les differentes solutions. Si elles 
flottent, leur densite est inferieure a celle de la solution, et elle est superieure si elles coulent. 
Cela permet de determiner deux valeurs de densite qui encadrent la densite effective de la 
baie. Cependant, d'un point de vue pratique, revolution de la densite des baies commence 
avant que la coloration d'une grappe ne soit homogene. Nous avons pu constater que, dans 
nos conditions, la densite 150-180 g.l" 1 correspond a environ 75 % de baies colorees dans une 
grappe, et que 100 % de baies colorees correspond h une densite qui depasse toujours 180 
g.l" 1 . Les echantillons ont ete ordonnes selon ces observations (tableau 4.2). 
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Figure 4.11 : quantification de l'expression de SOR dans les organes vegetatifs par RT-PCR 
quantitative. 

Dix |xg d'ARN totaux ont ete retro-transcrits. Un |xl de la reaction a servi de matrice pour la 
reaction de PCR realisee dans des conditions quantitatives (Cf. texte, § 4.5.1). La quantification 
se fait par rapport au standard interne : le facteur d' elongation EF1 . 



4.5.2 Quantification de I 'expression 
Organes vegetatifs aeriens 

La figure 4.11 permet de comparer les quantites d'ADNc amplifiees pour les feuilles, les tiges 
et les jeunes rafles. La plus faible representation de SOR est observee pour les tiges. Son 
abondance relative semble environ deux fois plus importante dans les feuilles et les rafles. 

Bates a differents stades de developpement 

Neuf stades de developpement ont ete analyses (tableau 4.2). L'ARN SOR est present a 
chacun de ces stades, puisque la reaction de RT-PCR se traduit par une amplification dans 
chaque cas (figure 4.12). La tendance qui se degage de cette figure est une legere decroissance 
de l'abondance relative du transcrit au fur et a mesure de la maturation de la baie. 

4.6 Discussion 

4.6.1 Analyse des sequences 

Sequences proteiques 

L'alignement des sequences proteiques des canaux SOR, SKOR et SKOR2 revele une forte 
conservation de la sequence primaire, et probablement de la structure, de ces polypeptides. 
Les trois sequences partagent environ 70 % de residus ideptiques sur les six domaines 
structuraux. Parmi ces domaines, les plus conserves sont le domaine transmembranaire, le 
dornaine de jonction, et le domaine de fixation des nucleotides cycliques (environ 90 a 95 % 
de residus similaires). Ces trois domaines possedent strictement la meme longueur. La 
majorite des divergences observees dans ces domaines entre les 3 canaux ne sont pas des 
substitutions synonymes, mais des remplacements par des acides amines de charges ou de 
taille tres differentes, ce qui suggere que ces changements observes resultent d'une derive 
genetique plutot que d'une pression de selection. De plus, il est interessant de remarquer que 
les positions ou les acides amines des 3 sequences sont differents sont rares : 15 positions 
seulement sur les 420 residus couvrant les 3 domaines. En general, deux canaux sur les 3 
partagent un residu commun. Cela conforte l'id6e que les changements survenus a ces 15 
positions ont resulte de mutations au hasard plutot que d'une pression adaptative, et qu'il 
existe au'contraire une pression selective relativement forte sur la majeure partie des residus. 

Les zones les plus divergentes sont le domaine N-terminal, le domaine ankyrine et le 
domaine Kha- Cfette divergence ne concerne cependant que 25 a 30 % des residus. Les 
changements observes dans les sequences des trois domaines ankyrine pourraient traduire les 
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Figure 4.12 : quantification par RT-PCR quantitative de l'expression de SOR dans les baies au 
cours du developpement. 

Protocole experimental: Cf. texte, § 4.5.1. Les stades de developpement en abscisse sont 
indiques ci-dessous et dans le tableau 4.2. 1 : 30 j avant veraison. 2 : 8 j avant veraison. 3 : 
veraison. 4 : 10-20 % des baies colorees. 5 : 30-50 % des baies colorees. 6 : baies de densite de 
150 a 180 g.l 1 . 7 : 100 % des baies colorees. 8 : baies de densite 180 a 220 g.l 1 . 9 : baies de 
densite de 220 a 250 g.l 1 . 



necessites d'interaction avec des proteines diverses. En effet, le motif ankyrine est tres 
souvent associe" a des interactions proteine-proteine, impliquant notamment des proteines du 
cytosquelette et des proteines de regulation. 

Les domaines N- et C-terminaux presentent nOn-seulement des differences marquees de 
sequence, mais aussi de taille. Cela est particulierement net pour le domaine N-terminal. 
Celui-ci peut etre subdivise en deux parties. La partie proche du domaine transmembranaire 
est relativement conservee entre les trois cariaux, alors que la partie distale s' organise de 
maniere independante. II est done probable que la partie proximale ait ete conservee a partir 
de la structure ancestrale. Les residus qui la composent sont sans doute necessaires a la 
stabilisation des interactions avec la membrane a proximite du premier segment 
transmembranaire (presence de residus aromatiques et charges). En revanche, les parties 
di stales semblent avoir evolue de maniere independante entre Arabidopsis et Vitis, et merne a 
l'interieur de la famille Shaker chez Arabidopsis. 

Le fort taux de conservation observe pour les canaux entre Vitis et d'autres especes 
correspond en fait a un phenomene plus general. En effet, au cours des dernieres annees, les 
clonages de diverses enzymes telles que 1'arginine decarboxylase, (Primikirios et Roubelakis- 
Angelakis, 1999), la A'-pyrroline-S-carboxylate synthetase (Stines et al, 1999), la glutamine 
synthase (Loulakakis et Roubelakis-Angelakis, 1996), ou le transporteur d'hexoses VvHTl 
(Fillion et al., 1999), ont mis en evidence que les sequences de vigne presentent en general de 
60 a 90 % de residus (acides amines et nucleotides) identiques avec les especes references. II 
semble done que la speciation de Vitis ait eu lieu relativement tard apres la fixation de la 
sequence fonctionnelle de nombreux genes (Cf. § 1.5.2). 

Structure des genes 

L'etude de la position des introns revele egalement une forte conservation au niveau de la 
structure des genes entre Vitis et Arabidopsis. En effet, pour les introns que nous avons reussi 
a identifier, les positions d'insertion sont conservees. SOR semble posseder la meme structure 
g6nique que SKOR2, avec un intron caracteristique de ce gene (intron 8) et l'absence de 
l'intron caracteristique de SKOR (intron 6). Cependant, comme SKOR, SOR possede le 
premier intron, sitae" dans le domaine N-terminal. Le positionnement des introns restant 
permettra de determiner si SOR est bien l'orthologue de SKOR2 ou s'il s'agit d'un 
interm6diaire evolutif entre SKOR et SKOR2, ayant une structure genique propre. L'etude des 
comportements evolutifs des families multigeniques 6tudi6es chez Arabidopsis a mis en 
evidence deux possibility devolution. Chez certaines families, la structure des genes est 
strictement conservee entre les differents membres (McDowell et'ah, 1996; Domelas et al., 
1998), ce qui indique que les genes ont diverge de l'ancetre commun tout en conservant sa 
structure. Par contre, il existe des families dans lesquelles la structure des genes actuels est 
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tres differente d'un gene a l'autre. Cela suggere que l'ancetre ne possedait pas d'introns, ou 
que les introns ancestraux ont ete perdus ou se sont deplaces dans la sequence des genes 
(Aubourg et al, 1999). L' analyse des genes de la famille des canaux de type Shaker 
d' Arabidopsis a revele une situation intermediate; la position des introns et les sequences 
proteiques ont evolue de maniere parallele et peu divergente (Pilot, 1999). L' analyse des 
structures geniques des canaux potassiques vegetaux connues a l'heure actuelle suggere que la 
conservation de la structure genique a depasse le cadre de l'espece Arabidopsis. En effet, pour 
les deux canaux de vigne clones dans cette etude, les positions d'introns sont stricternent 
conservees, et chez le mai's, la majeure partie des introns du gene ZmSKOR est egalernent 
conservee, a l'exception de certains decalages de quelques paires de bases (C. Alcon, 
communication personnelle), qui pourraient etre interpretes comme des "glissements" 
d'introns (Stolzfus et al, 1997). Enfin, le gene OzKATl, issu du sequengage systematique du 
genome du riz, possede le meme nombre et les memes positions d'introns que son orthologue 
KAT1. Les caracteristiques de la famille Shaker & Arabidopsis se retrouvent ainsi chez ces 
autres especes. 

Les introns de SOR sont particulierement longs. Chez Arabidopsis, la longueur des 
introns des genes de canaux potassiques de type Shaker est comprise entre 66 et 1065 pb, avec 
seulement 6 introns depassant les 200 pb (Pilot, 1999). Les 6 introns clones de SOR ont tous 
une taille superieure a 200 pb, et 3 comptent plus de 800 pb. Ces longueurs sont tres rares 
chez les vegetaux (Hawkins, 1988). Le second gene de vigne codant un canal potassique, 
clone au cours de cette etude (Cf. chapitre 5), presente des introns de taille globalement 
superieure a la taille des introns des canaux d' Arabidopsis, mais plus en accord avec les 
observations de Hawkins (1988). D existe tres peu d'informations sur les longueurs d ! introns 
des genes codant des canaux Shaker chez les vegetaux autres qu' Arabidopsis, la majorite 
d'entre eux n'etant pas sequencee. II est done difficile d'emettre des hypotheses expliquant la 
longueur des introns de SOR. 

4.6.2 Analyse fonctionnelle du canal SOR 

Nous avons vu au paragraphe precedent que SOR presente une forte conservation de la 

structure genique et de la sequence proteique avec les canaux de type SKOR d' Arabidopsis. 

La caracterisation electrophysiologique de SOR a de plus mis en evidence une conservation 

du "comportement fonctionnel" de ce canal par rapport aux deux autres canaux. Comme 

SKOR et SKOR2, SOR est un canal a rectification sortante : il est ouvert a des potentiels de 

membrane tels que le potassium ne peut que sortir de la cellule -vers le milieu exterieur. Ce 

cafial s'active lentement, de maniere sigmoi'dale, et ne s'inactive pas, ce qui signifie qu'il peut 

* 

conduire des flux soutenus de potassium a Fext6rieur de la cellule. 
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Les autres caracteristiques que SOR partage avec les canaux de type SKOR sont la forte 
selectivity vis-a-vis du potassium et le profil pharmacologique (sensibilite au Ba 2+ , TEA, 
verapamil). On considere generalement que la caracterisation pharmacologique d'un canal 
doit etre realisee de maniere preliminaire a son analyse in situ dans l'organisme d'origine, de 
maniere a faciliter son identification. Cependant, il ressort des comparaisons des divers 
canaux potassiques vegetaux testes que tous presentent des sensibilit6s voisines aux agents 
bloquants (B. Lacombe, communication personnelle). Une telle similitude des caracteristiques 
electrophysiologiques peut constituer un handicap pour les explorations in planta. 

D' autre part, les variations de pH externe ne provoquent pas de modifications majeures 
du fonctionnement des canaux SKOR et SOR. En revanche, une legere acidification interne 
(0,2 unite de pH) se traduit chez SKOR par une inhibition de 80 % de son activite. SOR est 
moins sensible au pH interne, il n'est inhibe qu'a 50 % par la meme variation. La sensibilite 
de SKOR2 au pH n'a pas encore ete analysee. H n'est pas certain que la difference 
quantitative observee entre SKOR et SOR ait une signification physiologique particuliere, 
d'autant plus que ces deux canaux ne sont pas exprimes dans les memes types tissulaires (Cf, 
§ 4.6.3). Cependant, il est important de noter que la variation de 0,2 unite de pH interne que 
nous avons introduite dans nos experiences pourrait permettre de devoiler des mecanismes de 
regulation de l'activite du canal ayant une signification physiologique. II existe par exemple 
des observations indiquant que les flux d'ions H* et le pH cytoplasmique pourraient jouer un 
role dans la signalisation cellulaire (Ebel et Mithofer, 1998; Felle et al, 1998; Grabov et Blatt, 
1998). D'autre part, une acidification du cytoplasme pourrait se produire dans la baie, en 
relation avec 1' accumulation d'acides organiques (acide malique et acide tartique) qui a lieu 
au cours de la maturation. On peut ainsi imaginer que la plus faible sensibilite de SOR a 
T acidification interne traduise une adaptation a la physiologie particuliere de la baie de raisin. 
D est possible, par exemple, que l'apport d'acides organiques dans la cellule se traduise par 
une legere acidification du micro-environnement membranaire, qui diminuerait l'efflux des 
ions K + par les canaux SOR, conduisant a une conservation de charges positives dans la 
cellule, neutralisant les charges negatives des organates. H est egalement possible d'attribuer 
la difference de comportement de SKOR et de SOR vis-a-vis de 1' acidification interne a des 
adaptations a des differences dans la polarisation de leur type cellulaire respectif, ou plus 
generalement du micro-environnement que connaissent ces canaux. 

Une caracteristique intriguante du canal SOR est sa sensibilite a la concentration externe 
de K + . Comme pour SKOR, la concentration en potassium a l'exterieur de la cellule regule 
l'activite du canal. Lorsque la concentration de K + est diminuee de 100 a lOmmoLl" 1 , le 
courant a travers te canal SOR augmente regulierement, en accord'avec les previsions des lois 
de la thermodynamique. Par contre, lorsque.la diminution de concentration se produit de 10 a 
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0 mmol.l 1 , le courant diminue. SOR etant un canal a rectification sortante, on peut s'attendre 
a priori a ce que plus la concentration en potassium externe diminue, plus le courant 
augmente. H y a done une anomalie de fonctionnement des canaux de type SKOR dans la 
gamine de concentration de 0 a 10 mmol.r 1 . Ce phejtomene suggere que le potassium externe 
exercerait une regulation de type allosterique sur l'activite du canal, avec un "feed-back" 
positif. L'hypothese retenue dans l'equipe est que cette regulation impliquerait une sequence 
de 8 acides amines supplementaires, caracteristiques du groupe SKOR, reliant la region S5 et 
le pore (sur la face externe de la membrane plasmique). Parmi ces 8 acides amines, le 
tripeptide GDY evoque le motif GYGD du pore, qui constitue la sequence caracteristique des 
canaux fortement selectifs de K + , et joue un role determinant dans la formation du filtre de 
selectivity du canal (Heginbotham et aL, 1994; Jan et Jan, 1997). Plusieurs auteurs 
(Heginbotham et MacKinnon, 1992; Kumpf et Dougherty, 1993; Miller, 1993) ont montre que 
l'ion K + peut etablir des interactions de type "cation-7t" avec les noyaux benzene, qui forment 
le squelette de la chaine laterale des acides amines aromatiques. Le modele prevoit que la 
structure tetramerique des canaux permet de regrouper dans le pore les 4 tyrosines (Y) des 
motifs GYGD en un plan equatorial. Les electrons des cycles insatures des residus Y 
stabiliseraient a ce niveau les ions K\ L' aspartate pourrait etre egalement implique dans les 
mecanismes de stabilisation. Le motif GDY, proche de la sequence GYGD, pourrait lui aussi 
etre le siege d'interactions preferentielles avec les ions K + externes. Les changements de 
conformations susceptibles de resulter de ces interactions pourraient expliquer en partie les 
phenomenes de modulation de l'activite du canal par la concentration externe de K + . 

4.6.3 Analyse de l'expression 
Profit d'expression 

L'expression de SOR a ete detectee dans tous les organes aeriens testes : feuilles, tiges, jeunes 
rafles, ainsi que dans les baies, quel que soit leur stade de developpement. Sa presence dans 
les racines n'a pas pu etre testee de fa?on fiable, probablement a cause de la mauvaise qualite 
des preparations d'ARN racinaires. Ce profil d'expression differe completement de celui de 
SKOR chez Arabidopsis, dont les ARNm sont retrouves au niveau du parenchyme xylemien 
des racines. En revanche, le profil d'expression de SOR semble plus proche de celui de 
SKOR2 chez Arabidopsis, qui est detecte dans les tiges par Northern Blot, et par RT-PCR 
dans les autres organes aeriens et dans des preparations enrichies en ARN de cellules de 
garde. 

La comparaison des profils d'expression, et les analyses de sequence, de structure 
genique et de comportement fonctionnel suggerent que SOR est effectivement l'orthologue de 
SKOR2 chez la vigne. Une RT-PCR sur des extraits de cellules de garde de vigne pourrait 
apporter un argument supplementaire en faveur de cette hypothese. 
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Fiabilite de la methode de quantification 

Les quantifications de l'expression de SOR, telles que nous les avons effectuees, ne peuvent 
apporter que des resultats preliminaries. En effet/les conditions techniques de ce type de 
quantification favorisent l'addition d'erreurs de manipulation, se repercutant de fagon 
importante sur la quantification finale, en particulier du fait de l'effet amplificateur de la PCR. 
Trois causes d'erreurs principales peuvent etre considerees : (i) le pipettage de tres faibles 
volumes a partir de solutions presentant une certaine viscosite; (ii) l'efficacite tres variable des 
reactions de transcription inverse et de PCR (Freeman et ah, 1999) et du processus 
d'hybridation; (iii) la fiabilite de l'analyse statistique. 

De plus, compte tenu des faibles quantites d'ARN disponibles et du temps que demande 
cette quantification, l'experience n'a pu etre faite qu'une seule fois. Un plus grand 
echantillonnage aurait permis de reduire 1'importance des erreurs statistiques et de 
manipulation. Enfin, la methode employee est "rudimentaire", il existe aujourd'hui des 
appareils de PCR mesurant en temps reel 1' augmentation de la concentration des produits 
amplifies par mesure de fluorescence. Les donnees fournies par ce type de materiel sont plus 
fiables, et les essais peuvent etre repetes plusieurs fois sur une periode restreinte. 

Variation de l'expression de SOR au cours du developpement de la baie 

En tenant compte de la signification limitee que peuvent presenter les donnees quantitatives 
obtenues par notre methode, les premieres conclusions que Ton peut en tirer sont que : 

(i) l'abondance relative du transcrit SOR est equivalente dans les baies et dans les organes 
vegetatifs : les rapports SOR/EFly sont du meme ordre de grandeur. 

(ii) les variations d'expression detectees dans les baies au cours de leur developpement 
suggerent une legere diminution de la quantite relative des transcrits SOR au cours du 
developpement de la baie. 

Un des objectifs majeurs de l'etude de la maturation des baies est de trouver des 
marqueurs moleculaires permettant d'appr£hender la mise en place de la veraison, de maniere 
a faciliter la gestion des vignobles. L'expression de ces marqueurs doit etre affectee par ce 
stade physiologique : augmentation, diminution, arret ou debut d'expression. De tels 
marqueurs cornmencent a apparaitre, correspondant a des genes codant une chitinase, des 
enzymes de la voie de synthese des anthocyanes, des proteines "thaumatine-like", des 
invertases vacuolates (Boss et al 9 1996; Davies et Robinson, 1996; Robinson et al, 1997; 
Tattersall et al, 1997). Plus recemment, il a'ete montre que des prot6ines impliquees dans les 
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structures parietales et des enzymes de reponse a divers stress (Davies et Robinson, 2000) sont 
des marqueurs de la veraison. SOR, sur la base des donnees que nous avons obtenues, ne fait 
vraisemblablernent pas partie des marqueurs moleculaires caracteristiques. Son expression, 
quasi-stable tout au long du developpement de la baie, suggere un role dans une fonction de 
base, peu sensible a la veraison et aux changements physiologiques qui l'accompagnent. 

4.6.4 Role potentiel de SOR dans la plante 

Les caracteristiques electrophysiologiques de SOR r&velent un canal sortant. H s'agit du 
premier canal potassique sortant de type Shaker que Ton identifie comme exprime dans les 
parties aeriennes de la plante. On le retrouve dans les feuilles, les tiges et les rafles, ainsi que 
dans les baies. La quantite relative de transcrits SOR sernble diminuer legerement au cours de 
la maturation de la baie. Dans cet organe, SOR pourrait etre implique dans la decharge de 
potassium dans la baie a partir des tissus conducteurs, ou la translocation de ce cation vers les 
cellules de l'exocarpe, qui est le tissu le plus accumulateur de potassium au cours du 
developpement (Possner et Kliewer, 1985; Coombe, 1987). 

Divers auteurs (Possner et Kliewer, 1985; Coombe, 1987; Hand et Coombe, 1988) ont 
etudie 1' accumulation du potassium dans la baie au cours de la maturation. II ressort de ces 
diverses analyses que la quantite globale de potassium de la baie augmente regulierement au 
cours du developpement. Cependant, c'est au niveau de l'exocarpe que Faccumulation est la 
plus importante. H a egalement ete remarque de fortes concentrations de potassium au niveau 
du "pinceau" de tissus conducteurs arrivant du pedicelle dans la baie (faisceau ventral), mais 
ces concentrations restent en de§a des concentrations observees dans l'exocarpe (Coombe, 
1987). En revanche, les cellules de la pulpe contiennent tres peu de potassium, en particulier 
celles qui jouxtent l'exocarpe. Le role de SOR pourrait s'inscrire dans le cadre de cette 
accumulation de potassium au niveau de l'exocarpe. En effet, ses caracteristiques 
electrophysiologiques nous apprennent que c'est un canal sortant, permettant des flux 
soutenus de potassium, il pourrait ainsi etre implique dans la decharge du potassium des tissus 
conducteurs vers les cellules de l'exocarpe, et a un degre moindre vers les cellules centrales de 
la pulpe. Le potassium, comme la majeure partie des metabolites amenes dans les baies, arrive 
probablement principalement par le phloeme. II a en effet ete montre (Creasy et cd. y 1993) que 
le xyleme presente des discontinuity apparaissant lors du rarnollissement de la baie, et que ce 
phenomene est parfois accompagne d'une augmentation du flux phloemien. SOR pourrait 
done intervenir dans la decharge potassique du phloeme. Le fait que la quantite relative de 
transcrits 'SOR semble diminuer 16gerement au cours de la maturation des baies n'est pas 
forcement en contradiction avec cette hypothese et les donnees revelant une accumulation 
relativenient constante de potassium dans les baies. Cette hypothese pourrait etre etayee ou 
infirmee par quantification de l'ARNm SOR.au cours de developpement de la baie, mais cette 
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fois en separant les differents tissus (exocarpe, pulpe, vaisseaux conducteurs), comme 
l'avaient fait Kliewer et Possner (1985) et Coombe (1987) pour mettre en evidence des 
differences dans la repartition du potassium et d'autres solutes dans la baie. 

La localisation de SOR dans les feuilles, les tiges et les jeunes rafles est a rapprocher de 
l'expression de SKOR2, lui aussi exprime dans les organes aeriens verts. SKOR2 semble etre 
exprime dans les cellules de garde de ces organes (Gaymard, non publie). Si Ton considere 
que SOR et SKOR2 ont des sequences tres proches et des caracteristiques 
electrophysiologiques semblables entre elles et aux canaux potassiques sortants de cellules de 
garde caracterises in vivo (Thiel et Wolf, 1997), il est possible que SOR soit egalement 
exprime dans les cellules de garde de la vigne. Dans ce contexte, il serait interessant de 
rechercher si SOR est exprime au niveau des stomates de la baie. Les canaux potassiques sont 
des acteurs importants dans les mecanismes d'ouverture et de fermeture des stomates. La 
regulation des flux d'eau et du flux de transpiration de la baie est susceptible d'avoir un 
impact important sur la concentration des solutes dans la baie, et done sur la qualite du mout. 

Les questions soulevees au cours de cette discussion pourront etre en grande partie 
resolues par la construction et Tanalyse de plantes comportant la construction chimerique 
"promoteur SOR-GUS". Des analyses par hybridation in situ seraient probablement delicates a 
mener avec ce materiel et des genes a faible expression comme ceux qui codent les canaux 
potassiques. Lorsque la localisation de l'expression de SOR sera resolue, nous pourrons peut- 
etre envisager un moyen de controler l'arrivee de potassium dans la baie via ce canal, par 
transgenese ou par croisements. 
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Promoteur Sequence codante 3' UTR 

+ 5' UTR 





Figure 5.1 : representation schematique de la structure du gene SIRK. 

Les trois traits dans la partie superieure du schema figurent la position relative des trois clones, 
issus du criblage de la banque genomique, ayant permis de reconstituer le gene. Les exons sont 
indiques par des rectangles noirs, separes par les traits figurant les introns. 



Chapitre 5 

Caracterisation (Tun canal potassique entrant exprime dans les 

cellules de garde 



Le criblage de la banque d'ADN genomique a Taide d'une sonde AKT1/KAT1 a permis 
d'identifier trois clones dont les sequences sont chevauchantes. La sequence reconstitute 
comporte tous les elements d'un gene complet : promoteur, sequence codante, sequences 
3'UTR. Ce gene semble appartenir a la sous-famille des genes KAT. B a ete appele VvSIRK, 
pour Stomatal Inward Rectifying K + channel. 

Ce chapitre traitera de 1' analyse de la sequence du gene, de la caracterisation 
electrophysiologique de la proteine qu'il code, et de l'etude de son expression (localisation et 
variation de l'expression au cours du developpement de la baie). 



5.1 Presentation de la sequence du gene SIRK 

L' analyse de la sequence des trois clones issus du criblage de la banque genomique a montre 
qu'ils forment un gene unique. La sequence codante de ce gene compte environ 3,9 kpb. Nous 
disposons de plus de 3 kpb de promoteur /sequences 5'UTR, et de 1,7 kpb en aval du signal 
de teraiinaison de la traduction, comportant les sequences 3'UTR (figure 5.1). 

5.1.1 La sequence codante 

La sequence de I'ADNc SIRK a ete deduite a partir de la sequence du gene SIRK, puis 
directement determinee par RT-PCR et sequen9age (Cf. § 5.2). La sequence proteique deduite 
correspond a celle d'un canal potassique de type Shaker, avec 6 segments transrnembranaires, 
et un donjaine de type P comportant le motif GYGD (figures 5.2 et 5.3). La sequence de SIRK 
presente le plus de similarite avec le polypeptide KAT2 : 70 % d'identite, contre seulement 
56 % avec KATL En revanche, le dornaine N-terminal de SIRK Commence au meme niveau 
quecelui de KAT1, 12 residus en aval de la premiere methionine de KAT2 (figure 5.3). 
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Figure 5.2 : representation schematique de la proteine SIRK. 

Six regions, Rl a R6, peuvent etre distinguees a partir de l'analyse de la s6quence de la proline 
(nomenclature d&aillee dans le chapitre 1, § 1.5.2). R2 correspond a la partie hydrophobe du canal 
avec les six segments transmembranaires SI a S6 et le segment P. 
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Figure 5.3 : alignement des sequences proteiques des canaux SIRK de vigne, KAT1 et KAT2 
d'Arabidopsis. Les sequences sont alignees region par region. Rl : region N-terminale. R2 : 
domaine transmembranaire. R3 : domaine de jonction. R4 : domaine potentiel de fixation des 
nucleotides cycliques. R5 : domaine variable. R6 : domaine K H a- La position des segments 
transmembranaires de la region R2 est indiquee par un trait au-dessus des alignements. Elle a 
ete deterrninee en utilisant un programme de prediction de ces structures a partir de la 
sequence primaire des proteines. La sequence de la proteine CAP d'E.coli a ete alignee en- 
dessous des sequences de la region R4. La sequence du motif ankyrine (Anky, Lux et al, 
1990) a ete alignee au-dessous des sequences de la region R5. Les nombres a gauche et a 
droite des alignements indiquent la position de 1'acide amine en regard dans la sequence 
polypeptidique. Les residus identiques sont en noir. Les acides amines appartenant au meme 
groupe de substitution conservative sont indiques sur fond gris clair; Les 7 groupes de 
substitution sont : 1: K et R; 2 : D et E; 3 : N et Q; 4 : A et G; 5 : S et T; 6 : 1, M, L et V; 7 : F, 
W et Y. Les tirets correspondent a des decalages introduits pour maximiser les alignements. 
La position relative des introns dans les genes codant ces prolines est indiquee par un trait 
vertical et un numero place au-dessus des alignements. 
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Tableau 5.1 : position et longueur des introns des genes des canaux potassiques RATI et 
KAT2 d'Arabidopsis et SIRK de vigne. 

Le numero du site d'insertion est defini par rapport aux alignements de la figure 5.3. La 
position de l'insertion dans un codon est figuree par un tiret. La longueur de chaque intron 
est indiquee par le nombre sous le codon d'insertion. 



Les analyses de sequences revelent une particularite intriguante dans SIRK, par rapport 
aux canaux de type KAT : SIRK possede une region qui presente 50 % de similarite avec le 
domaine ankyrine d'AKTl. Cette region comporte des acides amines dans la disposition 
typique du motif ankyrine consensus (Lux et a/, 1990) : 
-GTPLH— A A-GH — (V/ A)~LL— GA— (N/D) — . Elle est constitute d'une moitie d'un motif 
ankyrine, suivie d'un motif complet puis d'un autre derni-motif, ce qui represente environ 90 
nucleotides supplementaires par rapport a KAT2. Ce fait est unique dans la famille des canaux 
potassiques vegetaux de type Shaker. Les autres canaux identifies comme appartenant au 
sous-groupe KAT ne presentent pas de repetitions de motifs ankyrine. Ce domaine ankyrine 
est done la principale difference entre SIRK et les canaux de type KAT. Les autres differences 
se situent essentiellement dans le domaine C-terminal, mais sont peu marquees. Le domaine 
C-terminal de SIRK est un peu plus long que celui des proteines KAT. 

Les positions et tailles d'introns de SIRK ont ete comparees a celles des genes KAT. 
SIRK possede le meme nombre d'introns que KAT2 7 positionnes de maniere identique au 
nucleotide pres (tableau 5.1). D est interessant de remarquer que la presence supplemental 
du domaine ankyrine chez SIRK ne modifie pas la structure genique de type KAT2. 
Cependant, la taille des introns de SIRK est plus heterogene que celles de KAT2 : de 81 a 404 
pb pour contre 82 a 123 pour KAT2. C'est dans la region codant le domaine transmembranaire 
que les tailles d'introns des deux genes sont les plus homogenes. 

Enfin, il est egalement interessant de noter que la taille des introns du gene SIRK est 
plus petite que celle des introns du second gene que nous avons clone chez Vitis: SOR. 
L'intron le plus grand de SIRKne compte en effet que 400 pb environ (Cf. chapitre 4, § 4.2.2). 

5.1.2 Nombre de copies du gene 

Le nombre de genes de type KAT dans le genome de la vigne a ete estime par Southern blot. 
Un autoradiogramme est presente sur la figure 5.4A. Nous avons digere l'ADN genomique 
par Hind HI, EcoR I, et EcoR V, qui coupent respectivement 5, 2, et 2 fois dans le gene SIRK. 
Compte tenu de la sonde utilisee, si seul SIRK est revele, les bandes attendues sont au nombre 
de trois pour la digestion Hind TR (dont un doublet aux environs de 300 pb), de deux pour 
EcoR I (dont Tune de haut poids moleculaire, faiblement revelee) et une seule pour EcoR V 
(figure 5.4B). Les profils observes (figure 5.4A) correspondent* effectivement aux tailles 
attendues pour les restrictions du gene SIRK. Deux hypotheses peuvent alors etre emises : 
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Figure 5.4 : Southern blot d'ADN genomique (cv Pinot noir ) hybride avec une sonde SIRK. 

A. ADN genomique hybride par une sonde provenant de l'ADNc SIRK. Les positions et les 
tailles des marqueurs en kpb sont indiquees a gauche de Fautoradiogramme. Les enzymes 
utilisees pour la digestion de 1'ADN glnomique sont indiquees au-dessus des pistes 
correspondantes. 

B. Carte de restriction du gene SIRK. Le rectangle represente la sequence codante du gene. La 
positions des sites de restrictions des enzymes utilisees en A est indiquee (EI : EcoR I, EV : 
EcoR V, H : Hind IE). La sonde est constitute par le fragment Pflm l-Dra I de l'ADNc SIRK. 



(i) rhybridation a ete faite dans des conditions trop stringentes (hybridation et 
lavages a 65 °C) pour reveler un gene paralogue. 

(ii) il n'existe qu'un seul gene de type KAT dans le genome de la vigne. 

Nous avons pu observer que lorsque le Southern blot est realise en conditions heterologues 
(sonde correspondant aux ADNc des canaux KAT1 et KAT2) a basse stringence, le profil 
obtenu semble indiquer qu'un seul gene est present (Cf. chapitre 3, figure 3.1). La seconde 
hypothese est done favorisee. 



5.2 Clonage de I 'ADNc SIRK 

L'ADNc correspondant au gene SIRK n' a pas ete detecte dans la banque d'ADNc de baies. Ne 
connaissant pas la localisation de l'expression de SIRK, mais supposant qu'il est Porthologue 
de KAT2 chez la vigne, nous avons recherche par RT-PCR sa presence dans des ARN extraits 
de feuilles. La reaction ayant fourni un resultat positif, nous avons entrepris le clonage de 
T ADNc a partir des ARN de feuilles. 

5.2.1 Principe technique du clonage 

La premiere etape du clonage de FADNc SIRK a consiste a extraire de grandes quantites 
(environ 2,5 mg) d'ARN totaux de feuilles. Ceci a ete realise au moyen d'un tampon 
d' extraction contenant du perchlorate de sodium (Fillion et al, 1999), avec un assez bon 
rendement (62,5 jig/g matiere fraiche). Les ARN polyA ont ete extraits des ARN totaux, afin 
de favoriser la reaction de transcription inverse de TARN recherche. Nous avons obtenu 
environ 1,5 jig d'ARN polyA. Environ 500 ng ont ete utilises dans une reaction de 
transcription inverse a l'aide d'une amorce positionnee au niveau du codon de terminaison de 
la traduction. Un |xl de cette reaction a servi de matrice a des reactions de PCR variees, 
utilisant diverses amorces "sens" contre l'amorce n antisens H ayant servi a la transcription 
inverse. L' amplification de l'ADNc complet en une seule reaction n'a pas ete possible, nous 
avons done choisi d' amplifier deux fragments chevauchants, puis de les rabouter apres 
digestion (figure 5.5). 

r 

Les essais preliminaires d' amplification par PCR ont ete realises a l'aide d'une ADN 

polymerase dont le taux d'erreur au cours de la polym6risation est important (Extrapol, 
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Figure 5.5 : principe de reconstruction de FADNc SIRK. 

Environ 1,5 jxg d'ARN messagers ont ete purifies a partir de 2,5 mg d'ARN totaux extraits de 
jeunes feuilles. Ces ARN polyA ont 6te retro-transcrits a l'aide de deux amorces specifiques (1 et 
2), gen£rant deux sequences se recouvrant partiellement et possedant le meme site de restriction 
unique Nsi I. Les deux produits de transcription inverse ont ete amplifies par PCR & Faide 
d'amorces specifiques. Afin de limiter le nombre d'erreurs possibles durant la PCR, F enzyme 
Pfu est employee. II a cependant ete necessaire auparavant de realiser 5 cycles avec F enzyme 
Extrapol, car F amplification s'est rev61ee impossible en utilisant seulement la Pfu (Cf texte, § 
5.2.1). Les produits amplifies sont clones separement, puis raboutes a Faide du site de restriction 
Nsi I. Nous avons verifie, par sequengage, a chaque 6tape, qu'aucune mutation n'a ete introduite. 



Eurobio). Or, en vue d' utilisations ulterieures de l'ADNc (expression dans 1' ovocyte de 
xenope notamment), toute mutation doit etre evitee. Les amplifications par PCR ont done ete 
repetees avec l'enzyme Pfu (Promega), dont le taux d'erreur est tres faible. Cependant, cette 
enzyme presente des proprietes fonctionnelles difficiles a apprehender, dependant souvent des 
amorces. Par exemple, certaines amorces conduisent a de tres bonnes amplifications avec 
Extrapol, mais plus du tout avec Pfu. Plutot que de definir de nouvelles amorces ne 
garantissant pas une bonne amplification, nous avons choisi de proceder a une amplification 
en deux etapes. La premiere etape a consiste a realiser une pre-amplification avec un nombre 
tres court de cycles avec l'enzyme Extrapol, afin d'enrichir le milieu reactionnel avec les 
sequences recherchees tout en limitant le nombre d'erreurs. Puis, dans une deuxieme etape, 
une fraction aliquote de cette premiere reaction a ete utilisee pour une amplification avec Pfu. 

La mise au point de ce protocole a necessite la realisation de gammes de cycles de PCR 
avec Extrapol, afin de trouver le nombre de cycles minimum requis pour une bonne 
amplification ulterieure avec Pfu. Au final, une amplification de 5 cycles avec Extrapol (soit 
un enrichissement d'un facteur 2 5 = 32) s'est revelee suffisante pour obtenir une amplification 
correcte avec Pfu. 

5.2.2 Resultats 

Les deux premiers fragments obtenus a Tissue de ces mises au point ont ete sequences avant 
d'etre raboutes. Nous n' avons detecte aucune mutation dans leur sequence par rapport a celle 
du gene, a l'exception de quelques differences sur des troisiemes bases de codons, 
generalement silencieuses et pouvant etre attributes a un polymorphisme (la sequence 
genomique vient du cv Danuta, l'ADNc de Pinot noir). Cependant, les deux fragments 
amplifies comportaient encore chacun un intron, non episse. Cela suggere que la quantite de 
transcrits SIRK est relativement faible 1 . 

L' operation a ete repetee une seconde fois, avec succes : les deux fragments amplifies 
correspondaient exactement aux sequences attendues, a l'exception des memes 
polymorphismes que ceux observes precedemment. Les fragments ont alors ete raboutes au 



II a d'ailleurs 6t6 courant au cours des mises au point de ces PCR de retrouver des arnplifiats 
con-espondant a tousjes interm6diaires d'6pissage (non montre> Certains intfons ont une taille inf6rieure a 
100 pb, et la resolution des gels d'electrophorese ne permet pas toujours d'etre certain de la taille du fragment 
amplified done de l'epissage complet de TARN ayant servi de matrice pour sa synthese. 
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niveau du site unique de restriction Nsi I (figure 5.5), et un dernier sequen?age nous a permis 
de verifier 1'integrite de la sequence. II est interessant de noter que la sequence ainsi obtenue 
correspond aux previsions que nous avions faites a partir des clones genomiques, en 
particulier pour ce qui concerne la position des introjis. 



5.3 Caracterisation fonctionnelle de SIRK 

5.3.1 travail prealable a l'expression dans les ovocytes de xenope 

Clonage dans un vecteur d' expression 

L'expression d'un ADNc vegetal dans l'ovocyte de xenope requiert son clonage dans un 
vecteur d'expression approprie aux cellules animales. Le vecteur pCI (Cf. chapitre 2, § 2.8.1) 
est le plus couramment utilise dans notre equipe, parce qu'il permet une expression directe a la 
fois dans l'ovocyte de xenope et dans les cellules en culture COS ou CHO. Cependant, il n'a 
pas ete possible de doner l'ADNc SIRK dans ce vecteur. Malgre plusieurs strategies de 
clonage (clonage a bouts francs ou clonage oriente), l'ADNc ne s'est insere que rarement dans 
le vecteur, et, en depit de l'orientation du clonage, toujours en sens inverse : le codon 
initiateur de la traduction se situait du cote du terminateur, et le codon "stop" du cote du 
promoteur. Ces difficultes pourraient resulter d'une structure secondaire particuliere de cet 
ADNc, ou de sa toxicite pour les bacteries, comme cela a deja ete remarque pour AKT2 (I. 
Cherel, communication personnelle). 

Nous avons alors tente de doner l'ADNc SIRK dans le vecteur de transcription in vitro 
pGEMHE (Liman et al, 1992), qui comporte le promoteur de l'ARN polymerase du phage T7 
et les sequences 3' et 5' UTR du gene de la p-globine du xenope. Ces sequences permettent 
d'augmenter l'expression de l'ADNc dans l'ovocyte de xenope (Liman et al, 1992). Apres 
transcription in vitro, les ARN obtenus sont injectes dans l'ovocyte. 

L'efficacite de clonage de l'ADNc SIRK dans pGEMHE a ete tres faible, mais une 
construction correcte a pu etre obtenue. 
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Figure 5.6 : caracterisation fonctionnelle de SIRK dans l'ovocyte de xenope par la methode du 
voltage-clamp a deux electrodes. 

Les ovocytes ont regu une injection de 20 ng d'ARNc SIRK 2 a 7 jours avant les enregistrements, 
realises en voltage-clamp a deux electrodes. La solution de bain contient: XC1 100 mM 
([X + MK + ]+[Na + ]), CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,4). 

A. Protocole de voltage impose. Le potentiel de maintien est de -40 mV. Douze episodes 
successifs de 1,5 s sont realises a des potentiels allant de 0 a -165 mV (pas de -15 mV). 

B. Traces de courant enregistrees en reponse au protocole presente en A dans une solution 
contenant K + 100 mM. 

C. Courbes courant-voltage. Les valeurs de courant a l'etat stationnaire obtenues pour 3 
concentrations externes en K + (100 mmol.l" 1 : cercles, 10 mmol.l" 1 : carres et 1 mmol.l" 1 : 
triangles) sont representees en fonction du potentiel de membrane correspondant (A). Encart : 
potentiel diversion (E rev ) du courant SIRK pour differentes concentrations de K + (cercles), la 
ligne pleine represente le potentiel d'equilibre de K + (E K ) calcule avec l'equation de Nernst. 

D. Analyse de la sensibilite de SIRK au voltage pour 3 concentrations externes en K + (n=3 
ovocytes). Les courbes I=f(E) sont modelisees avec l'equation : 
^GHK/[l+exp(F.z a .(M a50 )/Rn:)] 

ou / GHK est le courant de Goldman-Hodgkin-Katz egal a : 

G,.£.[l-exp(F.(£:-£ rev )/RyT)/(l-exp(F.£ , /R/T))]. G 1? z a et E^q sont les parametres ajustables de cette 
modelisation. G { est la conductance entrante limite (Very et al y 1995; Lacombe et Thibaud, 
1998); E^q est le potentiel de demi-activati'on du canal; z a , est la charge equivalente impliquee 
dans l'ouverture du canal; E, E rev , F, R et T ont leur signification habituelle. 

Chacune des valeurs de / du panneau C est divisee par la valeur correspondante de I GHK et 
representee en fonction de E (chaque symbole correspond a un ovocyte ou une concentration de 
K + differents. La courbe en pointilles represente le terme l/(l+exp(F.z a .(£ , -£' a5(? )/R/T)) en fonction 
de E. 



Transcription in vitro 

La premiere etape de la transcription in vitro est la linearisation du plasmide contenant 
l'ADNc, en aval des sequences 3'UTR de (3-globine, de maniere a ce que TARN polymerase 
du phage T7 puisse agir. Ensuite, la reaction de synthese a lieu (Cf. chapitre 2, § 2.8.1), dans 
un environnement depourvu de RNAse. Enfin, la matrice ADN est eliminee par une DNAse, 
et la qualite des ARN produits est verifiee sur gel d'electrophorese denaturant. 

En general, une reaction de transcription in Wrro permet d'obtenir une vingtaine de |xg 
d' ARN. Nous n' avons obtenu que 8 ^ig au mieux au cours des differentes reactions menees, ce 
qui semble accrediter l'hypothese d'une structure secondaire au sein de l'ADNc, qui perturbe 
son clonage et son expression hors de la plante. 

5.3.2 Caracterisation fonctionnelle 

La caracterisation fonctionnelle du canal SIRK a ete effectuee par Benoit Lacombe au 
Laboratoire. 

Dix a 20 ng d' ARNc SIRK ont ete injectes par ovocyte. Les ovocytes exprimant le canal 
ont ete selectionnes de maniere fonctionnelle, en les soumettant a un episode d'activation a 
-140 mV a partir d'un potentiel de maintien de -40mV, dans une solution contenant du 
KC1 100 mM. Seuls les ovocytes presentant des courants entrants d'intensite superieure a 
2jxA dans ces conditions sont conserves pour la suite des analyses. Les caracteristiques 
fonctionnelles que nous avons analysees par la methode du voltage-clamp a deux electrodes 
sont la sensibilite du canal au voltage, sa selectivity et l'effet du pH sur son activite. Nous 
avons egalement analyse la conductance unitaire du canal par la methode du patch-clamp. 

Sensibilite au voltage 

L'effet du potentiel de membrane sur Tactivite du canal SIRK a ete etudie a l'aide de 
protocoles de voltage-clamp classiques executes depuis un potentiel de maintien de -40 mV, 
dans une solution de bain contenant K + 100 mM. Douze episodes successifs d'activation ont 
ete realises, a des potentiels compris entre 0 et -165 mV (increment de -15 mV entre 2 
episodes). Leur duree est de 1,5 s (figure 5.6A). La rdponse des canaux a cette stimulation est 
presentee a la figure 5.6B. Uactivation du courant est lente. Les*valeurs du courant a Tetat 
stationnaire sont reportees sur un graphe en fonction du potentiel impose (figure 5.6C). On 
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Canal , 


z a 


E 

^aSO 


SIRK 


2,78 ± 0,02 (n=5) 


-161 ± 1 (n=5) 


KAT2 


2,5 ±0,1 (n=7) 


-152 ± 3 (n=7) 


KAT1 


1,6 ±0,1 (n=7) 


-130 ± 3 (n=7) 



Tableau 5.2: parametres d'activation des canaux SIRK, KAT2 et KAT1 obtenus par l'analyse des 
courants stationnaires. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 20 ng d'ARNc SIRK 2 hi jours avant les enregistrements, 
realises en voltage-clamp a deux electrodes. La solution de bain contient : KC1 100 mM, 
CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM; HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,4). 

Les valeurs du courant a l'etat stationnaire sont ajustees comme decrit dans la legende de la 
figure 5.6D. z a est la charge equivalente impliquee dans l'ouverture du canal, et E^q est le potentiel 
de demi-activation du canal. 

Les resultats sont des moyennes ± ES (n = nombre d'ovocytes) obtenues a partir de differents lots 
d'ovocytes. 



pHe / pHi 


z 

a 




7,5 / 7,4 


2,79 ± 0.08 (n=4) 


-158 ± 2 (n=4) 


6,0/7,4 


2,80 ± 0.07 (n=4) 


-129 ± 2 (n=4) 


7,0/7,4 


2,80 ± 0.01 (n=4) 


-151 ±2 (n=4) 


7,0/7,0 


2,79 ± 0.02 (n=4) 


-142 ± 3 (n=4) 



Tableau 5.3 : parametres d'activation du canal SIRK en fonction du pH. 

Les ovocytes ont regu une injection de 20 ng d'ARNc SIRK 2 hi jours avant les enregistrements, 
realises en voltage-clamp a deux electrodes. Les solutions de bain sont identiques a celle de la 
figure 5.7. 

Les valeurs du courant a l'etat stationnaire sont ajustees comme decrit dans la legende de la 
figure 5. 6D. z a est la charge equivalente impliqu6e dans l'ouverture du canal, et E^ 0 est le 
potentiel de demi-activation du canal. 

Les resultats sont des moyennes ± ES (n = nombre d'ovocytes) obtenues a partir de differents 
lots d'ovocytes. 



observe que le courant macroscopique, qui circule a travers la population de canaux SIRK 
exprimes sur la membrane de l'ovocyte, n'apparait que pour des potentiels plus negatifs que 
-100 mV. Le courant SIRK presente done une forte rectification entrante. L'etude du courant 
instantane (resultats non montres) dans des solutions de bain contenant des concentrations de 
K + de 100, 10 et 1 mmol.r 1 revele que le potentiel d'inversion du courant SIRK (Er ev ) suit le 
potentiel d'equilibre de K + (E K ) (figure 5.6C, encart). Cette propriete signifie que le canal 
SIRK est tres selectif du K + par rapport aux autres ions de la solution de bain : Na + et CX. 

L' analyse des valeurs du courant stationnaire (legende de la figure 5.6D; procedure 
detaillee de 1' analyse : Very et al, 1995; Lacombe et Thibaud, 1998) pour differents potentiels 
nous permet de determiner la valeur des parametres E a50 et z a caracterisant la sensibilite du 
canal SIRK au voltage (figure 5.6D). E a50 est le potentiel de demi-activation (valeur de 
potentiel pour laquelle la moitie des canaux sont ouverts), et z a est la charge equivalente 
impliquee dans l'ouverture du canal 1 . Tous les points resultant de cette analyse correspondent 
a des conditions de K + extemes differentes, et se superposent a la courbe representant 
l'ajustement par l'equation de Boltzmann. Cela montre que l'activation du canal est insensible 
a la concentration externe en K + . C'est egalement le cas pour les canaux KAT1 (Very et al, 
1995; Lacombe et Thibaud, 1998) et KAT2 (Lacombe, 2000) d'Arabidopsis. Ijq potentiel de 
demi-activation de SIRK est plus negatif que celui des canaux KAT1 et KAT2 (tableau 5.2). 
SIRK presente une charge apparente de gating plus grande que KAT1 et KAT2 (tableau 5.2) : 
autrement dit, lorsque le potentiel membranaire devient plus negatif que le potentiel 
d'activation, la sensibilite de SIRK aux variations de voltage, dans la zone d'activation du 
canal, est plus grande que celle des canaux KAT1 et KAT2. Enfin, concernant la comparaison 
de SIRK avec chacun des canaux KAT1 et KAT2, l'analyse des donnees du tableau 5.2 
indique que la sensibilite au voltage de SIRK est plus proche de celle de KAT2. 

Selectivity du canal 

Comme dans le cas du canal SOR (Cf. chapitre 4, § 4.3.1), la sSlectivite du canal SIRK vis-a- 
vis des cations alcalins est appreciee par la determination des rapports de permeabilite de ces 
cations et du potassium. Les valeurs obtenues pour ces rapports sont PRb/PK=0,31 ± 0,01 (n=3) 
et P Na /Pie<2.10" (n=3). Ces rapports nettement inferieurs a 1 signifient que le canal est tres 

Dans le modele utilise pour decrire la sensibility du canal au voltage, bas6 sur la relation de Boltzmann, 
z a est la charge electrique thebrique du senseur de» voltage du canal, que Ton imagine traverser la membrane 
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Figure 5.7 : sensibilite de SIRK au pH externe et interne. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 10 ng d'ARNc SIRK 2 a 7 jours avant les enregistrements, 
realises en voltage-clamp a deux electrodes. Les solutions de bain pour l'etude du pH externe 
(pHe) contiennent: KC1 10 mM, NaCl 90 mM, CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM et HEPES-NaOH 
5 mM (pH 7,4) ou Tris-MES 5 mM (pH 6,0). Les solutions de bain pour l'etude du pH interne 
(pHi) contiennent: CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 5 mM et KC1 100 mM (pHi 7,4) 
ou K-Acetate 100 mM (pHi 7,0). 

A. Courant a l'etat stationnaire en fonction du voltage dans K + 10 mM pour deux valeurs de pH 
extracellulaire : 7,5 (triangles) et 6,0 (losanges). 

B. Courant a l'etat stationnaire en fonction du voltage dans K + 10 mM pour deux valeurs de pH 
intracellulaire : 7,4 (carres) et 7 (triangles). 



selectif du potassium, comme les canaux KAT1 et KAT2 (Very et ah, 1995; Pilot et ah, J. 
Biol Chem, sous presse). 

Effet du pH sur Vactivite du canal 

La sensibilite du canal SIRK au pH a ete examinee en soumettant les ovocytes a des 
acidifications du pH externe ou interne. 

Le canal SIRK est sensible a 1' acidification du pH externe. Le passage de pH7,5 a 6 
provoque un deplacement du potentiel d' activation du canal vers des potentiels moins negatifs 
(figure 5.7A). Le potentiel de demi-activation du canal (Easo) est ainsi deplace de -158 a 
-129 mV (tableau 5.3). En revanche, la valeur de z a ne change pas. Cela signifie que, pour un 
potentiel donne, le courant SIRK est augmente par l'acidification. 

La figure 5.7B presente les effets d'une acidification intracellulaire. Le passage de 
pH 7,4 a pH 7 se traduit ici aussi par un deplacement du potentiel d' activation du canal vers 
des potentiels moins negatifs (figure 5.7B). La valeur du potentiel de demi-activation passe de 
-151 a -142 mV, tandis que la valeur de z a est inchangee (tableau 5.3). L'acidification interne, 
comme l'acidification externe, conduit done a une activation des canaux plus precoce. 

Des observations analogues concemant les effets du pH externe ont ete decrites dans le 
cas des canaux KAT2 (Pilot et ah, J. Biol Chem, sous presse) et KAT1 (Hedrich et ah, 1995). 
Cependant, les donnees obtenues au laboratoire pour KAT1 ont conduit a conclure que la 
valeur de Ea5 0 est insensible au pH (Very et ah, 1995; B. Lacombe, communication 
personnelle). Nous ne comprenons pas cette contradiction entre les donnees obtenues au 
laboratoire et celles publiees par d'autres groupes. Notons cependant que les donnees du 
laboratoire appuient Thypothese que le canal de vigne SIRK serait fonctionnellement plus 
proche de KAT2 que de KATL Cette difference caracteristique entre KAT1 et KAT2 permet 
de rapprocher SIRK de KAT2. 

Effet du cesium sur Vactivite du canal 

Le cesium est un agent bloquant caracteristique des canaux potassiques. Cet ion, dont le rayon 
a l'etat dehydrate est superieur S celui de K + , penetre toutefois dans le pore, au sein duquel il 
se bloque, empechant le flux entrant (Tester, 1988). L'effet de Cs + sur l'activitS du canal SIRK 



compl&tement, d'une face a l'autre, lors de Touverture du canal. 
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Figure 5.8 : sensibilite de SIRK a la concentration externe de cesium. 

Les ovocytes ont re?u une injection de 20 ng d'ARNc SIRK 2 hi jours avant les enregistrements, 
realises en voltage-clamp a deux electrodes. La solution de bain contient: KC1 10 mM, NaCl 90 
mM, CaCl 2 1 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH7,4), en presence ou en absence 
deCsC10,lmM. 

A. Courbes courant- voltage en absence (cercles) ou en presence (carres) de Cs + . 

B. Pourcentage de blocage en fonction du potentiel. 
Les resultats sont des moyennes ± ES (n=3 ovocytes). 



a done ete teste. Les courbes W presentees sur la figure 5. 8 A indiquent qu'en presence de 
Cs + , 1'amplitude du courant SIRK est tres nettement inferieure a l'amplitude du courant dans 
un milieu depourvu de Cs + . Le blocage exerce par Cs + 0,1 mM dans K + 10 mM est toujours 
proche de 80 a 90 %, quelle que soit la valeur du potentiel : autrement dit, ce blocage n'est 
done pas dependant du potentiel (figure 5.8B). De ce point de vue, SIRK est plus proche de 
KAT2 (dont le blocage par Cs + est egalement voltage-independant; Pilot et aL, J. Biol Chem, 
sous presse) que de KAT1 (blocage voltage-dependant; Very et aL, 1994). 

Les sequences primaires des domaines P de KATi et KAT2 ne different que par un seul 
acide amine. Des etudes de mutagenese dirigee visant a introduire l'acide amine 
caracteristique de KAT2 dans le pore de KATI (F256L) n'ont pas permis de decouvrir la 
cause de ces differences. 

Analyse par la methode du patch-clamp 

Le canal SIRK a egalement ete analyse par la methode du patch-clamp, qui nous permet 
d'acceder aux proprietes unitaires du canal. Les mesures ont ete effectuees sur des ovocytes 
ayant un fort niveau d'expression du canal SIRK, a l'aide de "grosses" pipettes (entre 0,8 et 
1,2 M£2) selon le protocole decrit dans la figure 5.9A, en configuration cellule attachee. Des 
courants "macroscopiques" (entre -100 et -1000 pA a -150 mV) ont ete enregistres. Les 
courbes decrivant l'activation progressive des canaux a differents voltages en fonction du 
temps (figure 5.9B) sont similaires a celles obtenues par voltage-clamp a deux electrodes 
(figure 5.6B). H existe un autre moyen, plus rapide et moins traumatisant pour les cellules, de 
determiner les valeurs de courant a l'etat stationnaire. E s'agit d'appliquer un "protocole de 
rampe". Cela consiste, a partir d'un potentiel de maintien de 0 mV, a hyperpolariser la 
membrane a -180 mV pendant 3,5 s de maniere a atteindre l'etat stationnaire, puis a remonter 
lentement l'echelle des potentiels jusqu'a 0 mV. Ce lent parcours des potentiels equivaut a ce 
que les canaux soient a chaque instant dans un etat assimile a l'etat stationnaire, et "glissent" 
done d'un etat stationnaire a un autre. Ce protocole est pr£sente sur la figure 5.9C, avec, sur la 
figure 5.9D, la reponse des canaux du patch. Cette reponse est comparee aux courbes ITV 
obtenues parl'analyse des courants stationnaires enregistres par la methode du patch-clamp et 
par la methode du voltage-clamp h deux electrodes (figure 5.9E). Les trois courbes se 
superposent, ce qui confirme la validite de 1' analyse par le protocole de rampe. On peut 
remarquer que travailler en patch-clamp permet de tester le canal a des potentiels de 
membrane plus negatifs qu'en voltage-clamp a deux electrodes (-195 au lieu de -165 mV). 
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Figure 5.9 : caracterisation fonctionnelle de SIRK dans I'ovocyte de xenope par la methode du 
patch-clamp: analyse des courants macroscopiques. 

Les ovocytes ont recu une injection de 10 ng d'ARNc SIRK 2 a 7 jours avant les enregistrements, 
realises en patch-clamp mode "cellule-attachee" ou "inside-out". Les solutions de bain et de pipette 
contiennent : KC1 100 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,5). 

A. Protocole de voltage impose. Le potentiel de maintien est de 0 mV; 14 episodes successifs de 3 s 
sont realises a des potentiels allant de 0 a -195 mV (pas de 15 mV). 

B. Traces de courant enregistrees, en configuration "cellule attachee", en reponse au protocole 
presente en A dans une solution contenant .100 mmol.l 1 de K + . 

C. Protocole de "rampe". Le potentiel de maintien est de 0 mV. 

D. Traces de courant enregistrees, en configuration "cellule attachee", en reponse au protocole 
presente en C dans une solution contenant 100 mmol.l 1 de K + . 

E. Comparison des courbes courant/voltage (normalisees par rapport a la valeur de courant 
enregistree a -165 mV) obtenues en voltage clamp a deux electrodes (carres) et en patch-clamp 
configuration "cellule-attachee" (cercle, courbe obtenue a partir de B, et trait epais, courbe obtenue 
avec le protocole de "rampe" D). 

F. Courants enregistres en reponse a un protocole de rampe (entre -180 et 0 mV, Cf. C). Le premier 
enregistrement (1) est realise en mode "cellule-attachee". Ensuite le patch est excise (mode "inside- 
out" : face cytoplasmique exposee au bain) (2). Enfin, le patch est ramene dans I'ovocyte ("patch- 
cramming") au contact du cytoplasme (3). 



Sur la base de ces conclusions, la technique du protocole de rampe a ete adoptee pour 
etudier les effets de facteurs cytoplasmiques sur l'activite du canal (figure 5.9F). A partir de la 
configuration cellule attachee, le patch est excise, de fagon a obtenir la configuration "inside- 
out". Cette excision provoque la disparition du courant. Lorsque Ton replace le bout de 
membrane excise dans T ovocyte, le courant reapparait. Ces resultats indiquent que le canal 
doit etre en presence de facteurs cytoplasmiques pour fonctionner. 

La configuration "cellule attachee" nous permet d'acceder aux proprietes unitaires des 
canaux, s'ils sont en nombre restreint dans le patch, ce qui a ete obtenu lors de 
l'enregistrement presente sur la figure 5.10A, a differentes valeurs de potentiels. Cet 
enregistrement montre que plus l'hyperpolarisation de la membrane est importante, plus le 
nombre de canaux ou verts est grand: a -100 mV, un seul canal, ouvert brievement; a 
-125 mV, trois canaux ouverts, le troisieme n'etant ouvert que pendant 10 ms environ; a 
-140 mV, 4 niveaux d'ouverture. D y a done un effet du potentiel sur la probability 
d'ouverture des canaux dans le patch. 

La figure 5.10B compare les cinetiques d' activation de ces canaux a celle du courant 
macroscopique SIRK. La courbe correspondant au patch-clamp est tracee en additionnant les 
enregistrements obtenus pour 200 episodes d'hyperpolarisation a -140 mV, tels que celui 
presente sur la figure 5.10A. La courbe ainsi obtenue presente une allure relativement 
similaire a la courbe experimental obtenue par voltage-clamp a 2 electrodes. Cela indique 
que les courants unitaires detectes (figure 5.10A) resultent effectivement de l'activite des 
canaux SIRK. 

L'intensite des courants unitaires detectes est presentee en fonction du potentiel impose 
sur la figure 5. 10C. L'intensite des courants est determinee par l'analyse des histogrammes 
d' amplitude construits d'apres les donnees de la figure 5.1 OA (non montre; pour plus de 
details, voir le chapitre 4.3.2). L'ajustement par regression lineaire des donnees 
courant/ voltage sur la figure 5. 10C (droite en pointilles) permet de determiner la valeur de la 
conductance unitaire des canaux SERK : 13 pS lorsque la concentration en K + externe est de 
100 mmol.l" 1 . Dans les memes conditions, la conductance unitaire de KAT1 et de KAT2 est 
de 5-6 pS (Hedrich et ah 1995; Hoshi et al y 1995; Lacombe, 2000), tandis que celle d'AKTl 
est de 10 pS (Horeau, 1998). SIRK est done, comme les autres canaux de type Shaker 
vegetaux, un canal a faible conductance. 

- Enfin, Tetude de la sensibilite de SIRK au voltage par la m6thode du patch-clamp (figure 
5ilOD) permet de determiner la probabilite de l'etat ouvert des canaux SIRK contenus dans le 
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Figure 5.10 : caracterisation fonctionnelle de SIRK dans l'ovocyte de xenope par la methode du 
patch-clamp: analyse des courants unitaires. 

Les ovocytes ont re§u une injection de 10 ng d'ARNc SIRK 2 a 7 jours avant les enregistrements, 
realises en patch-clamp mode "cellule-attachee". Les solutions de bain et de pipette contiennent : 
KC1 100 mM, MgCl 2 1,5 mM, HEPES-NaOH 10 mM (pH 7,5). 

A. Courants unitaires enregistres en reponse a une hyperpolarisation de la membrane (-100, -125 
et -140 mV). Trois canaux au moins sont presents dans ce patch (C : canal ferme; Ol, 02, et 03 : 
un, deux ou trois canaux ouverts, respectivement. Les details de V analyse des donnees pour la 
determination des niveaux C, Ol, 02 et 03 sont decrits dans le chapitre 4, § 4.3.2). 

B. Comparaison des cinetiques ^activation de SIRK obtenues en voltage-clamp a deux electrodes 
et en patch-clamp. La trace superieure correspond a la sommation de 200 episodes (de 1,5 s 
chacun) a -140 mV. La courbe (trace inferieure) est le courant macroscopique normalise enregistre 
a -140 mV en voltage-clamp a deux electrodes. 

C. Courants unitaires represents en fonction du potentiel impose. Les amplitudes de courant sont 
obtenues a l'aide des histogrammes Samplitude (§ 4.3.2). Chaque symbole correspond a un patch 
different (n=5). La courbe en pointilles correspond a un ajustement lindaire permettant d'estimer 
ainsi la conductance unitaire : 13 pS dans lOOjnmol.l" 1 de K + externe. 

D. Sensibilite au voltage du canal SIRK, determinee a partir des valeurs de n.p Q . Les valeurs de 
n.p Q ont ete determinees en fonction des voltages imposes pour les differents enregistrements 
(patches) analyses sur le panneau C, et normalisees par rapport a (n.po)^ (Cf. chapitre 2.8). Un 
ajustement par une fonction de Boltzman a ete realise, k l'aide de liquation : 

n.p 0 = n.p 0 max/(l+e(z a F(E-E a50 )/RT)), ou trois parametres sont ajustes m.pQmax, z a et E^q. 



patch, et de comparer ces valeurs avec celles obtenues par la methode du voltage-clamp a 
deux electrodes {Cf. figure 5.6D). Les valeurs presentees ont ete divisees par la valeur de 
n.p 0 max afin d'obtenir des donnees comprises entre 0 et 1, c'est-a-dire de pouvoir compiler des 
donnees provenant de plusieurs patches, dans lesquels le nombre de canaux peut etre variable 
(pour les details, voir la legende de la figure 5.10D). Les valeurs obtenues sont ajustees par 
une fonction de Boltzman, en utilisant les deux parametres E a50 et z a pour rendre compte de la 
sensibilite du canal au voltage. Les valeurs affectees a ces deux parametres pour obtenir 
l'ajustement presente sur la figure 5.10D sont similaires a celles determinees par la methode 
de voltage-clamp a deux electrodes. 



5.4 Analyse de l'expression de SIRK par RT-PCR 

5.4.1 Localisation de l'expression 

L'expression de SIRK a deja ete localisee dans les feuilles {Cf. § 5.2). Nous avons recherche si 
ce gene s'exprime egalement dans d'autres organes (tiges, racines, jeunes rafles) et dans les 
baies. Cette etude a ete realisee a differents stades de developpement, en utilisant du materiel 
preleve aux 3 memes stades de developpement que ceux utilises pour la localisation de 
l'expression de SOR : jeunes baies vertes, baies a veraison, et baies en cours de maturation. 

De meme que pour la recherche de la localisation de l'expression du gene SOR, nous 
avions envisage d'etudier la localisation de l'expression de SIRK par Northern blot. 
Cependant, nous n'avons pas obtenu, la encore, de signal d'hybridation. Cette absence de 
signal n'est pas surprenante puisque que le gene SIRK semble faiblement exprime. 

Nous avons done procede a de nouvelles experiences de RT-PCR. Les resultats obtenus 
sont presentes sur la figure 5.11. SIRK a le meme profil d'expression que SOR : on le retrouve 
dans tous les organes testes, a Texception des racines. Du fait de la mauvaise qualite des 
preparations d'ARN de racines {Cf. chapitre 4, § 4.4), l'absence de detection de transcrits SIRK 
dans ces preparations ne permet pas de conclure a la non-expression de ce gene dans les 
racines. 

5.4.2 Aspects qufltititatifs de l'expression de SIRK 
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Figure 5.11 : localisation de l'expression de SIRK par RT-PCR. 

Dix \xg d'ARN totaux ont 6t6 retro-transcrits, et 1 jLtl de la reaction a servi de matrice pour la 
PCR. 1: rafles (avant la veraison); 2 : racines; 3 : tiges; 4 : jeunes feuilles; 5: jeunes baies 
(recolt^es 30 j avant veraison); 6 : baies a veraison; 7 : : baies en cours de maturation (densite des 
baies de 150-180 g.l* 1 )- Le gel du haut correspond a l'analyse des produits de PCR obtenus avec 
des amorces specifiques de SIRK. Le gel du bas presente les produits amplifies avec des 
amorces specifique d'EFly . La RT-PCR d'EFly constitue le temoin positif de reaction. 




rafles feuilles tiges 



Figure 5.12 : quantification de l'expression de SIRK dans les organes vegetatifs par RT-PCR 
quantitative. 

Dix jig d'ARN totaux ont 6t6 retro-transcrits. Un |Ltl de la reaction a servi de matrice pour la 
reaction de PCR realisee dans des conditions quantitatives (Cf. texte, § 4.5.1). La quantification 
se fait par rapport au standard interne : le facteur d'elongation EFl y . Moyenne et ecart-type de 3 
experiences. 
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Figure 5.13 : quantification par RT-PCR quantitative de l'expression de SIRK dans les baies au 
cours du developpement. 

Les analyses concernent des baies recoltees aux stades suivants : 1 : 30 j avant veraison; 2 : 8 j 
avant veraison; 3 : veraison; 4 : 10-20 % des baies colorees; 5 : 30-50 % des baies colorees; 6 : 
baies de densite de 150 a 180 g.l" 1 ; 7 : 100 % des baies colorees; 8 : baies de densite 180 a 220 
g.1" 1 ; 9: baies de densite de 220 a 250 g.l 1 . Definition des stades de developpement : Cf. 
chapitre 4, tableau 4.2. Protocole experimental: Cf. texte, § 5.4.1. Moyenne et ecart-type de 3 
experiences. 



Quantification de I 'expression de SIRK dans les parties vegetatives 

Nous avons egalement precede a une approche quantitative par RT-PCR, afin d'estimer les 
niveaux d'expression du gene SIRK dans les differents organes verts. Le principe est identique 
a celui decrit pour SOR au § 4.4, avec comrne reference le gene constitutif EFly. II ressort des 
analyses effectuees que les quantites relatives d'ADNc amplifiees dans les feuilles, les tiges et 
les rafles sont equivalentes (rapport SIRK/EFly de 0,3 a 0,4, figure 5.12). Si Ton compare les 
valeurs des rapports SOR/EFTy (Cf chapitre 4, § 4.4) et SIRK/EFly, on note une difference 
d'un facteur 20 environ. Ce point suggere que le transcrit SIRK est moins abondant que le 
transcrit SOR dans les parties vegetatives. 

Quantification de ^expression de SIRKau cours du developpement de la baie 
Cette analyse a ete menee de la meme maniere que pour V etude de SOR au § 4.4. Les 9 
memes stades de developpement ont ete etudies (Cf tableau 4.2, chapitre 4). L'ADNc SIRK 
est amplifie de maniere importante dans les deux stades precedant la veraison (figure 5.13). 
Au contraire, des la veraison, la quantite relative d'ADNc chute de maniere brutale. Des que 
la moitie des baies d'une grappe a change de coloration, l'expression disparait. Chez les baies 
matures, 1'ARNm SIRK n f est plus detecte. Les valeurs de rapport SIRK/EFly sont de l'ordre 
de 10" 2 et inferieures a celles obtenues dans les parties vegetatives (Cf § precedent), ce qui 
suggere que la quantite de transcrits SIRK est tres faible dans les baies. 

Ces resultats peuvent paraitre contradictoires par rapport aux donnees obtenues par 
RT-PCR classique (amplification de l'ADNc SIRK au stade de densite 150-180 gJ" 1 . Cf 
figure 5.11). Cependant, celles-ci ont ete obtenues dans des conditions non quantitatives : un 
ADNc, present en quantite infime a ce stade de maturation, sera amplifie de maniere si 
importante (35 cycles = amplification d'un facteur 10 milliards) que Ton ne pourra pas faire 
de distinction par rapport a un ADNc present au depart en plus grande quantite (stade 
herbace). En revanche, la PCR quantitative met en oeuvre un plus petit nombre 
d' amplifications, ce qui permet de preserver les differences d'abondance. 
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5.5 Localisation de Texpression de SIRK par utilisation du gene rapporteur 
GUS 

Le fait de disposer du promoteur du gene SIRK a permis la construction d'un systeme 
rapporteur de la localisation de 1' expression du gene SIRK. Nous avons fusionne les 3 kpb 
proximaux du promoteur SIRK a PADNc GUS, de maniere a exprimer la P-glucuronidase 
sous le controle de cette region. 

Cette construction a ete clonee dans un vecteur binaire (pBIB-Hygro, Cf chapitre 2, 
§ 2.6.1), permettant son transfert dans des agrobacteries, puis dans les plantes. Nous avons 
exprime la construction en systeme homologue, par transformation de cals embryogenes de 
vigne, et en parallele en systeme heterologue chez Arabidopsis. Les resultats etant plus rapides 
a obtenir chez Arabidopsis, ils pouvaient nous fournir une premiere indication sur la 
localisation de T expression de SIRK. 

5.5.1 Etude en systeme heterologue 

Des plantes sauvages d 9 Arabidopsis, d'ecotype Columbia et WS, ont ete transformees par la 
fusion promoteur SIRKGUS, selon la methode d' infiltration des fleurs (Bechtold et al, 1993) 
adaptee par Clough et Bent (1998) (Cf. chapitre 2, § 2.6.4). Les graines issues des plantes 
ainsi traitees sont rendues axeniques et semees sur du milieu MS/2 additionne d'hygromycine, 
de maniere a selectionner les lignees transgeniques. 

Les analyses ont ete realisees sur des transformants primaires et leurs descendants de 
seconde generation. Pour les deux ecotypes, 10 lignees transgeniques independantes, de 
deuxieme generation, ont ete etudiees. Les plantes analysees ont ete cultivees in vitro, ou sur 
du terreau en serre. Les profils d'expression obtenus ont ete tres semblables dans les deux 
conditions. L'activite GUS est revelee par une coloration histochimique se traduisant par la 
formation d'un compose bleu insoluble (Cf. chapitre 2, § 2.7). Apres coloration, les plantules 
ou les organes sont observes a la loupe binoculaire, puis au microscope. Pour preciser la 
localisation au niveau cellulaire, les organes ont 6t6 inclus dans de V agarose 4 %, puis 
decoupes au Vibracut, et observes au microscope. 
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Figure 5.14 : expression du gene rapporteur GUS sous controle de la region promotrice de SIRK 
chez Arabidopsis. 

L'activite GUS des plantes transgeniques est revelee par coloration histochimique. Les plantes 

ont ete cultivees en terre. 

A : feuille mature. 

B : stomates d'une feuille mature. 

C : coupe transversale de feuille mature. 

D : coupe longitudinale de feuille mature. 

Ep : epiderme, ms : mesophylle, ph : phloeme, st : stomate, xy : xyleme. 
Barre = 30 jum. 



Observations sur plantes entieres 

Les observations menees sur les plantules de premiere et deuxieme generation cultivees in 
vitro revelent la presence pour chaque lignee de la coloration bleue dans les cellules de garde 
des feuilles et des tiges. La coloration se retfouve egalement au niveau des vaisseaux 
conducteurs des feuilles, de maniere variable : nervures principales des cotyledons, des 
petioles cotyledonnaires et de l'hypocotyle; nervures secondares et parfois nervures 
principales; nervure centrale uniquement; voire aucune nervure dans certains cas pour les 
jeunes feuilles. 

Les plantes cultivees en terre presentent egalement une coloration intense dans les 
cellules de garde (figure 5.14B) des feuilles et des tiges. La coloration des tissus conducteurs 
foliaires est plus homogene dans les lignees de deuxieme generation : la nervure centrale et les 
veines majeures sont colorees dans la majorite des cas (figure 5.14A). 

L'analyse d'Arabidopsis transgeniques exprimant le gene GUS sous le controle du 
promoteur KAT2 indique que KAT2 est aussi exprime dans les tissus conducteurs des feuilles 
et les cellules de garde (Pilot, 1999). Cependant, il semble y avoir dans ce cas une coloration 
bleue preferentiellement dans les cellules de garde des tiges et des petioles. En revanche, nous 
avons observe que SIRK est exprime de maniere equivalente dans les cellules de garde des 
feuilles, des tiges et des petioles. 

Observations en coupe 

Les coupes de feuilles montrent que la coloration observee au niveau des tissus vasculaires est 
localisee au pole xylemien (figure 5.14C et D). Ce resultat est interessant, puisqu'il a ete 
montre au laboratoire que KAT2 est exprime au niveau des tissus conducteurs (Pilot, 1999). 
Les analyses en systeme homologue permettront de savoir s'il s'agit d'un artefact lie au 
systeme d' expression ou d'une reelle difference de localisation de l'expression. 

5.5.2 Etude en systeme homologue 

La transformation de la vigne est un processus long et delicat, puisqu'il faut transformer des 
cals embryogenes, et les amener a regen^rer des plantules qui ont integr6 la construction 
transgenique. La transformation de cals embryogenes se faifa Taide d'agrobactdries elles- 
memes transformees par le plasmide d'ipt^ret. Les cals sont maintenus sur un milieu s£lectif 



114 



Figure 5.15 : localisation de Pactivite de la region promotrice du gene SIRK chez Vitis vinifera, 
cv Portan. 

L'activite GUS des plantes transgeniques exprirnant TADNc GUS sous le controle des 
promoteurs SIRK ou 35S est revelee par coloration histochimique. Les plantes analysees etaient 
agees de 8 semaines (environ 4 feuilles). Elles ont ete cultivees in vitro. 

A. Localisation de Texpression de SIRK. Detail d'une feuille. 

B. Detail de la photo A : la col oration 'bleue est specifique des cellules de garde. 

C. Localisation de 1'expression de SIRK dans une tige (t) et dans un petiole (p). 

D. Feuille d'une plante transformee avec la construction temoin promoteur 35S.GUS. 

E. Expression de la construction 35S.GUS : detail d'une feuille. 



ou ils croissent et se differencient, jusqu'a former des embryons, puis des plantules (Cf. 
chapitre 2, § 2.6.5). Cela prend en general un an. Lorsque les plantules ont assez pousse, il est 
possible de verifier l'insertion du transgene par PCR sur ADN genomique, puis de rechercher 
la coloration bleue, reflet de l'activite glucuronidase.- Nous avons choisi comme temoin positif 
de transformation et d'expression une construction promoteur 35S:GUS. 

Nous avons obtenu 13 evenements independants de transformation par la construction 
promoteur SIRK.GUS, et 7 pour la construction promoteur 35S:GUS. Apres fixation des tissus 
et mise au contact du substrat de la p-glucuronidase, nous avons constate que le promoteur 
SIRK ne dirige l'expression de 1'ADNc GUS que dans les cellules de garde des feuilles, 
petioles et tiges (figure 5.15 A a C). Les autres parties de la plante ne sont pas colorees (non 
montre). Par rapport a l'expression de la meme construction dans Arabidopsis, il n'y a done 
pas de coloration des tissus conducteurs. Cette absence de coloration ne resulte pas de 
problemes de diffusion du substrat, qui ne parviendrait pas jusqu'aux tissus conducteurs chez 
la vigne, puisque l'analyse des plantes ayant integre la construction promoteur 35S:GUS, 
traitees en meme temps et de la meme maniere, r6vele une coloration de ces tissus (figure 5.15 
D et E). II est done probable que la coloration du xyleme chez Arabidopsis soit artefactuelle, 
ce qui expliquerait 1'heterogeneite des profils de coloration observes alors (Cf. § 5.5.1). 

Le deuxieme point inattendu de ces analyses est le profil de coloration presente par les 
plantes transformees par la construction promoteur 35S:GE/S. Ce promoteur etant fort et 
constitutif, on pourrait s'attendre a ce que la feuille entiere soit coloree. Cependant seules les 
nervures sont colorees (figure 5.15D). Dans les autres organes testes (racines, tiges), la 
coloration bleue est intense et ubiquitaire (resultat non montre). Ces resultats sont conformes a 
ce qui a deja 6t6 observe chez la vigne (Baribault et al, 1990; Berres et al, 1992; Mauro et 
al., 1995), suggerant que le promoteur 35S n'est pas completement constitutif chez cette 
espece. 
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5.6 Discussion 

5,6.1 Analyse des sequences 

Sequence proteique 

La comparaison de la sequence proteique de SIRK avec celles des differents canaux 
potassiques de type Shaker & Arabidopsis montre que cette proteine appartient au sous-groupe 
KAT (groupe II), et revele, comme pour SOR et de nombreuses enzymes clonees chez la 
vigne, une forte conservation au cours des speciations. En effet, SIRK presente 56 % 
d'identite avec KAT1, et 70 % d'identite avec KAT2. A Texception du domaine R5, il est rare 
de trouver des zones des proteines SIRK et KAT2 presentant des differences marquees. 

Le domaine R5 est done le siege principal des 30 % de divergence entre SIRK et KAT2. 
SIRK possede une particularite unique chez les proteines de type KAT des vegetaux : il 
possede un domaine ankyrine. Historiquement, e'est la presence ou l'absence d'un domaine 
ankyrine qui a servi de base a la premiere classification des canaux potassiques vegetaux : les 
canaux de type AKT possedent un domaine ankyrine, mais pas les canaux KAT (les proprietes 
fonctionnelles des canaux different peu a l'interieur de chaque sous-groupe). La decouverte 
des canaux sortants SKOR et SKOR2 a remis en cause cette classification, car ils possedent 
eux aussi un domaine ankyrine, et sont relativement divergents des canaux AKT, tant au 
niveau de leur sequence proteique que de leur structure genique et surtout de leurs proprietes 
fonctionnelles. Aujourd'hui, SIRK montre que meme un canal de type KAT peut posseder un 
domaine ankyrine. 

Le domaine ankyrine de SIRK est cependant particulier. II est de taille beaucoup plus 
restreinte que celui des canaux de type AKT et SKOR, car il ne comporte que deux 
demi-motifs ankyrine encadrant un motif complet. AKT2 possede 5 repetitions completes du 
motif et le debut d'une sixieme, tandis que AKT1, AKT5, AKT6, SKOR et SKOR2 possedent 
6 motifs complets (Cf. chapitre 1, figure 1.3). Par ailleurs, SIRK presente, en aval du domaine 
ankyrine, une region d'une cinquantaine d'acides amines ne presentant aucune similarite avec 
les canaux potassiques ou les sequences des banques de donnees. Ce point est a rapprocher du 
fait que les sequences du domaine R5 de KAT1 et KAT2 ne presentent, elles non plus, aucune 
similarite avec d'autres proteines connues. 
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Structure genique 

Les sequences des genes SIRK, KAT1 et KAT2 ont ete comparees. Ces analyses ont revele une 
tres bonne conservation de la structure genique entre Vitis et Arabidopsis. Ici encore, SIRK est 
plus proche de KAT2 que de RATI : les deux genes possedent le meme nombre d'introns, et 
notamment les introns 8 et 10 qui sont specifiques de KAT2. De plus, ces introns sont 
positionnes aux memes endroits, au nucleotide pres, dans la sequence des deux genes. La 
presence du domaine ankyrine supplemental ne perturbe pas l'organisation du gene SIRK 
par rapport au gene KAT2. L' intron 9 se positionne en amont du debut du domaine ankyrine, 
et ce dernier ne contient ensuite pas d'intron. C'est un fait remarquable car chez les canaux 
d' Arabidopsis possedant un domaine ankyrine, il existe toujours au moins un intron qui 
interrompt le domaine ankyrine. La premiere repetition du motif ankyrine presente 1 intron 
(AKT1, AKT2, AKT5, AKT6, SKOR, SKOR2), la deuxieme, 2 introns (memes genes que 
precedemment), la cinquieme 1 intron (SKOR et SKOR2) et la sixieme 1 intron (SKOR et 
SKOR2). B semble done que le domaine ankyrine de SIRK corresponde aux repetitions 3, 4 et 
5, ou 4, 5 et 6 des autres canaux. Les repetitions 3 et 4 ne contiennent pas d'intron, et ceux des 
repetitions 5 et 6 ne sont presents que chez les canaux SKOR, et sont situes a la fin du motif 
ankyrine correspondant. Cette hypothese est aussi appuyee par le fait que les motifs ankyrine 
de SIRK sont le plus similaires aux repetitions 3 et 4 d'AKTl. Ainsi, si Ton admet que 
l'ancetre commun des genes des canaux potassiques possedait un domaine ankyrine (Pilot, 
1999), il semble que la perte de ce domaine aboutissant aux canaux de type KAT ait debute au 
niveau des premieres repetitions, la presence d'introns etant jus tement favorable a la deletion 
de sequences. SIRK pourrait alors etre un intermediaire evolutif dans la perte du domaine 
ankyrine, entre les canaux AKT possedant ce domaine, et les canaux KAT en etant totalement 
depourvus. 

Nombre de copies du gene 

L'analyse du nombre de copies du gene SIRK dans le genome de la vigne suggere qu'il est 
unique. Le profil obtenu lorsque TADN genomique est hybride a basse stringence par une 
sonde heterologue KAT1/KAT2 (Cf. chapitre 3, figure 3.2) est egalement en faveur de cette 
hypothese. Si Ton considere la representation des genes de type KAT chez les vegetaux, il 
n'existe k l'heure actuelle qu'un seul gene de type KAT chez la pomme de terre (KST1), le 
mai's (ZmKATl ;*Yan-Hua Su, communication personnelle), et'le riz (OsKATl, BAG n° 
AP002092). II est bien sur possible que d' autres representants des genes KAT soient trouves 
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ulterieurement chez ces organismes. Mais Arabidopsis est pour l'instant le seul vegetal connu 
comportant deux genes de type KAT (KAT1 et KAT2), ce qui est d'autant plus remarquable 
que ces deux genes sont exprimes tous les deux dans les cellules de garde (Nakamura et a/., 
1995; Pilot, 1999) et que leurs caracteristiques fonctionnelles sont tres proches. D'autre part, 
chez la pomme de terre, c'est SKT1, 1'orthologue de AKT1, qui est exprirne avec KST1 
(l'orthologue de KAT1) dans les cellules de garde (Zimmerman et aL, 1998), ce qui suggere 
que KAT2 n'a pas d'equivalent chez ce vegetal. L f expression de deux genes de type i£4Tdans 
les cellules de garde pourrait done ne pas etre une solution systematiquement adoptee par les 
plantes pour controler le fonctionnement de leur stomates. 

5.6.2 Proprietes fonctionnelles de SIRK 

Les caracteristiques fonctionnelles de SIRK ont ete determinees par analyse de ce canal dans 
l'ovocyte de xenope. II s'agit d'un canal permettant l'influx de K + a l'interieur des cellules, 
ouvert par 1'hyperpolarisation membranaire et done regule par le voltage. L'activite du canal 
SIRK est independante du temps (le canal ne presente pas de phenomene deactivation), ce 
qui signifie que, comme les autres canaux de type Shaker chez les plantes, il est implique dans 
des flux soutenus de K + . Les differentes donnees, obtenues par voltage-clamp a deux 
electrodes ou par patch-clamp, indiquent que les proprietes de SIRK sont tres similaires a 
celles de KAT2. Ce constat n'est pas surprenant. En effet, nous avons vu que les deux 
proteines partagent 70 % de residus communs, que les deux genes correspondants possedent 
la meme structure, et que, dans un contexte analogue, les canaux SOR et SKOR presentent 
egalement des caracteristiques fonctionnelles tres proches. En systeme heterologue, la 
presence du petit domaine ankyrine de SIRK ne semble done pas avoir d'influence detectable 
sur l'activite du canal. La petite taille de ce dornaine laisse toutefois un doute sur sa 
fonctionnalite. 

La ressemblance fonctionnelle entre KAT2 et SIRK est plus grande qu'entre KAT1 et 
KAT2, qui sont pourtant codes par deux genes provenant de la duplication relativement 
tardive (dans l'histoire evoltuive de la famille) d f un gene ancetre (Pilot, 1999). Cela suggere 
que les deux canaux ont le meme role chez Arabidopsis et chez la vigne, et que Tajustement 
precis de leurs parametres fonctionnels est necessaire a ce role. 

Finalement, SIRK, KAT1 et KAT2 partageant des caracteristiques 
electrophysiologiques tres proches, cela implique que SERK possede les caracteristiques 
majeures^ de la conductance potassique entrante des cellules de garde (Ichida et al., 1997; 
Briiggemann et al. y 1999). L'analyse de son expression indique qu'il est effectivement exprirne 
dans ces cellules. Des etudes electrophysiologiques sur protoplagtes de cellules de garde de 
vigne pourraient permettre de mieux 6tudier son fonctionnement in vivo et affirier les 
comparaisons avec les canaux de type KAT d' Arabidopsis et de la pomme de terre. 
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5.6.3 Analyse de Pexpression de SIRK 
Localisation de l'expression 

La localisation de l'expression de SIRK a ete etudiee dans une premiere etape par RT-PCR. 
Cela nous a perrnis de constater que ce gene s'exprime dans les feuilles, les tiges, les jeunes 
rafles et les baies. Comme pour SOR, cette technique ne nous a pas permis de savoir s'il est 
egalement exprime dans les racines, puisque la preparation d'ARN correspondante est 
problematique (Cf. chapitre 4, § 4.4.1). 

Dans une seconde etape, nous avons utilise le promoteur de SIRK pour localiser 
l'expression du gene par une approche de gene rapporteur, en fusionnant ce promoteur avec 
GUS. Ce dernier code la (3-glucuronidase, qui catalyse la coupure du substrat (X-Gluc) en un 
compose qui se dimerise, et forme un precipite bleu en milieu oxydatif. La construction 
promoteur: GUS a ete introduite chez Arabidopsis et chez la vigne. La transgenese de la vigne 
etant un procede long et delicat, l'expression en systeme heterologue pouvait nous donner une 
premiere idee de la localisation de l'expression de SIRK. 

Ainsi, nous avons pu constater que chez Arabidopsis, SIRK est exprime dans les cellules 
de garde des feuilles, des petioles et des tiges, et souvent dans les tissus conducteurs, au 
niveau du xyleme. Ce profil est relativement en accord avec les donnees de RT-PCR, ainsi 
qu'avec la localisation de l'expression du gene orthologue chez Arabidopsis, KAT2 (Pilot, 
1999). Ce dernier est en effet exprime dans les cellules de garde et dans les tissus conducteurs, 
mais au niveau du phloeme (Pilot, 1999). Par contre, en systeme homologue chez la vigne, 
l'expression de la construction promoteur SIRK GUS n'est retrouvee qu'au niveau des cellules 
de garde. Le profil est identique dans toutes les lignees de vignes transgeniques etudiees, 
l'activite GUS etant systematiquement et uniquement presente dans les cellules de garde. H 
semble done tres specifique. Cela pourrait indiquer que Texpression dans le xyleme 
^Arabidopsis est artefactuelle et qu f a priori, la localisation de l'expression de SIRK et de 
KAT2 sont partiellement differentes. 

Quantification de Vexpression de SIRK et role de ce gene dans la plante 

Les donnees preliminaires fournies par les experiences de RT-PCR quantitative 
indiquent que les quantites de transcrit SIRK dans les feuilles, les tiges et les rafles sont 
equivalentes. En revanche, les quantites d£tectees dans les baies sont inferieures d'un ordre de 
grandeur. Ce point est sans doute relie au fait que les baies ne component qu'une dizaine de 
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stomates en moyenne, tandis que les feuilles en possedent environ 220 par cm 2 . La 
quantification des transcrits SIRK au cours du developpement des baies revele un changement 
marque du niveau d'accumulation du transcrit a la veraison, et les ARN ne sont plus 
detectables des que 30 a 50 % des baies d'une grappe sont colorees. Ce gene pourrait done 
constituer done un marqueur moleculaire de la veraison. 

Nous avons observe que SIRK est expiime dans les cellules de garde des organes 
vegetatifs. II est done possible qu'il soit egalement exprime dans les cellules de garde des 
baies. Cette hypothese s'appuie egalement sur l'observation d'une relation apparente, au cours 
du developpement de la baie, entre le niveau d'accumulation du transcrit SIRK et 1 'evolution et - 
la degenerescence des stomates. En effet, avant la veraison, la baie est photosynthetique, ses 
stomates sont fonctionnels, et elle se comporte comme les organes vegetatifs en ce qui 
concerne ses flux de metabolites et d'eau. A la veraison, elle devient un organe puits, n'est 
plus photosynthetique, et ses stomates evoluent en lenticelles non fonctionnels. Cette 
evolution se fait paradox alement grace au flux de transpiration, qui permet racherninement de 
calcium et de silicium au niveau de protuberances qui surelevent les stomates (Blanke, 1999). 
Ces elements se combinent aux polyphenols et a la suberine qui s'accumulent eux aussi au 
niveau des protuberances, ce qui abouti a une obstruction complete du vestibule stomatique 
(Blanke, 1999). Une hypothese emise pour expliquer cette evolution serait que l'inactivation 
des stomates constituerait un moyen pour la baie de reduire les pertes d'eau par transpiration 
et de maintenir ainsi sa turgescence. 

L'ensemble des connaissances acquises sur le gene SIRK et son produit revele une forte 
conservation des sequences et des proprietes fonctionnelles par rapport au gene AtKAT2 et au 
polypeptide qu f il code. L'expression du gene SIRK a ete localisee dans les cellules de garde. 
De plus, la caracterisation electrophysiologique de SIRK a montre qu'il possede les proprietes 
des canaux potassiques entrants presents sur la membrane des cellules de garde, identifies in 
vivo chez les plantes modeles. Ces resultats permettent de definir SIRK comrne un canal 
d'influx de K + des cellules de garde de vigne, implique dans Touverture stomatique. Sa 
presence probable au niveau des stomates de la baie est un point interessant, puisqu'elle 
implique" un role dans les flux de transpiration du fruit, qui sont le moteur de l'apport de 
solutes, et un moyen de regulation des flux hydriques du fruit. 

D f un point de vue technologique, il faut noter que les approches d'etude de localisation 
d'expression k l'aide de genes rapporteurs chez la vigne sont rares. La technique de 
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transgenese de la vigne est en effet une technologie recente. Les premieres transformations de 
cals par des constructions contenant le gene rapporteur GUS (sous controle du promoteur 35S) 
avaient essentiellement pour but de verifier si la transformation etait effective, par 
visualisation de la coloration bleue dans les tissus (Baribault et al, 1990; Berres et al 9 1992; 
Torregrosa, 1994; Mauro et aL 3 1995). D'autre part, il existe peu de promoteurs clones et 
etudies de fa?on approfondie chez la vigne. Ainsi, a notre connaissance, les travaux presentes 
dans cette these sont les premiers qui utilisent l'outil "transgenese de la vigne" dans le but 
d'etudier la localisation de l'expression d'un gene. Les resultats obtenus sont encourageants, 
dans la mesure ou ils sont specifiques et reproductibles (Cf. chapitre 5, § 5.5.2). Cela permet 
d'envisager a relativement court terme Tutilisation en routine des genes rapporteurs pour 
localiser systematiquement Texpression de genes d'interet chez la vigne, au niveau tissulaire et 
au cours du developpement. Nous sommes d'ailleurs actuellement en train de tester une 
construction couplant le promoteur SIRK a la GFP, qui pourrait permettre des analyses non 
destructrices des plantes, et done le suivi en continu des variations de l'expression du gene au 
cours du developpement. 
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Chapitre 6 
Conclusions et perspectives 



Cadre general du programme 

Un large ensemble de donnees agronomiques et physiologiques revelent, en vignoble a vin, 
des correlations negatives entre la disponibilite de K 4 * dans le sol, la capacite de prelevement 
de cet ion, son accumulation dans la baie d'une part, et l'acidite et la qualite du mout d'autre 
part. Des traitements oenologiques existent pour pallier un deficit d'acidite de la vendange. 
Cependant, ces solutions sont insatisfaisantes, et la legislation tend a restreindre leur 
application. D serait done souhaitable de disposer de cultivars foumissant des rnouts 
suffisamment acides meme dans des sols relativement riches en K + . D s'agit la d'une demande 
recurrente de la profession viti-vinicole, en particulier dans les regions mediterraneennes. Mes 
recherches s f inscrivent dans ce contexte. Dans la pratique, ce memoire presente la premiere 
etude moleculaire des mecanismes de transport de K + chez la vigne. 

D est clair, compte tenu du contexte general, que deux objectifs doivent etre assignes 
aux recherches de ce type. Bien evidemment, le premier est d'acquerir des connaissances 
fondamentales sur les mecanismes de transport de K + chez la vigne, de facjon a faciliter le 
travail des selectionneurs. Le second objectif s'inscrit davantage dans une demarche de 
recherche finalisee : utiliser le genie genetique pour perturber les flux de K + dans la plante, 
afin d'obtenir des plantes "outils" permettant d'analyser les effets de ces modifications sur la 
teneur en K + de la baie, son acidite et sa qualite, par rapport a la vinification. Au terme de 
cette these, je ferai le bilan des resultats obtenus par rapport a ces deux objectifs. 



Analyse des determinants moleculaires du transport de K + chez la vigne : 
identification de deux canaux potassiques 

Au demarrage de ce programme, nous avons pense qu'il etait judicieux de prendre comme 
cible la- famille des canaux potassiques de type Shaker, de fagon a beneficier des 
connaissances concernant ces proteines chez l'espece modele Arabidopsis. En effet, les 
canaux Shaker spnt les systemes de transport de K + les mieux caracterises chez Arabidopsis, 

et* chez les plantes en general. Chez Arabidopsis, un ensemble d'approches convergentes, 

t * ~~~~ 

utilisant les outils de la biologie moleculaire, de l'electrophysiologie, de la biochimie et de la 
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genetique inverse, a permis de reveler que ces proteines jouent un role determinant dans la 
fonction de prelevement de K + par la racine (Lagarde et al, 1996; Hirsch et a/., 1998), la 
secretion de cet ion dans la seve xylemienne en direction des parties aeriennes (Gaymard et 
al, 1998), la remobilisation et la redistribution dans la plante via la seve phloemienne 
(Lacombe et al, 2000), et les flux de K + dans la cellule de garde (Schachtman et ah, 1992; 
Nakamura et al, 1995; Pilot et al, soumis). Le criblage de banques d'ADN genornique et 
d'ADN complementaire a l'aide de sondes nucleotidiques correspondant a des regions 
conservees des canaux dArabidopsis nous a permis d'identifier deux canaux de vigne, que 
nous avons appeles VvSOR (pour Shaker Outward Rectifying channel) et VvSIRK (pour 
Stomatal Inward Rectifying K + channel). 

Le canal SOR est un homologue des canaux SKOR et SKOR2 dArabidopsis. Nous 
n'avons pas pu caracteriser un clone genornique complet pour ce canal. En effet, les criblages 
initiaux ont fourni un gene apparente mais inactive depuis longtemps par l'insertion d'un 
transposon, et le dernier criblage effectue a permis d'identifier un clone probablernent 
complet, mais que nous n'avons pas eu le temps de caracteriser. Des donnees preliminaries 
concemant la structure du gene SOR ont cependant pu etre obtenues par PCR. Elles suggerent 
que SOR est l'orthologue de SKOR2. ^expression deTADNc complet SOR dans des ovocytes 
de xenope a revele que le canal SOR partage les caracteristiques essentielles de SKOR2 (et 
SKOR) : sensibilite au voltage et rectification sortante, sensibilite au pH interne et exteme, 
activation par K*" sur la face externe de la membrane. L'analyse de l'expression de SOR par 
RT-PCR indique que ce canal est exprime dans les parties aeriennes, comme SKOR2, et a la 
difference de SKOR, qui n'est exprime que dans la racine. En relation avec l'objectif finalise 
de ce travail, Le. la comprehension des mecanismes determinant la teneur de la baie en K + , 
nous avons estinie par PCR semi-quantitative le niveau des transcrits SOR dans la baie tout au 
long du developpement de cet organe. Les donnees obtenues suggerent que le transcrit SOR 
est peu abondant, que son niveau d'accumulation relative semble diminuer au cours du 
developpement de la baie mais qu'il reste toujours detectable (au contraire du transcrit STRK, 
Cf. ci-dessous). Sur la base de Tensemble de ces donnees, notre hypothese est que SOR est 
exprime sur la membrane des cellules de garde des stomates, des feuilles mais aussi de la baie. 
H constituerait la conductance potassique sortante permettant Tefflux de K + de la cellule de 
garde et la fermeture stomatique. Les observations indiquant que le transcrit SOR est 
nettement plus abondant que le transcrit S1RK (Cf ci-dessous, par comparaison dans les deux 
cas avec le transcrit EFly. Cf. figures 4.11, 4.12, 5.12 et 5.13) et qu f il reste detectable dans les 
preparations d'ARN de baies prelevees a des stades ou les stomates de ces organes ont 
degenere, suggerent que Texpression de ce gene concerne, outre les stomates, d f autres tissus de 
la baie. Une expression dans les tissus conducteurs phloemiens, en relation avec un role dans 
la-decharge de K + dans la baie, ferait de SOR une cible privilegiee pour la poursuite de ce 
programme. Nous avons deja mis en place' une approche de type genetique inverse, reposant 
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sur la surexpression d'un canal SOR mutant dominant negatif (obtenu par mutagenese dirigee; 
Cf figure 6.1) dans des vignes transgeniques, dans le but d'obtenir des informations 
concernant le role de ce canal dans la plante (Cf ci-dessous). En appui a ce travail, il serait 
maintenant urgent de preciser le profil d'expression de SOR, a l'aide de vignes transgeniques 
exprimant un gene rapporteur. 

Le deuxieme canal de vigne identifie au cours de cette etude est code par le gene SIRK. 
Les analyses par RT-PCR indiquent que ce gene est exprime dans les parties vegetatives 
aeriennes et dans les baies. L'abondance des transcrits est faible. La structure du gene et sa 
traduction en acides amines indiquent que SIRK est l'orthologue du gene KAT2 d'Arabidopsis. 
Le canal SIRK est dote des memes caracteristiques fonctionnelles que le canal KAT2, 
lorsqu'ils sont exprimes dans l'ovocyte de xenope : activation lente, rectification entrante, 
sensibilite au pH interne et externe. La confrontation des donnees d'electrophysiologie et de 
localisation de l'expression par RT-PCR suggere que le canal SIRK est un canal d'influx de la 
membrane des cellules de garde. Cette hypothese est confirmee, dans les parties vegetatives, 
par l'analyse de vignes transgeniques exprimant le gene rapporteur GUS sous le controle du 
promoteur SIRK. Ce profil d'expression, restreint aux cellules de garde, pourrait expliquer la 
faible abondance du transcrit SIRK dans les extraits globaux d'ARNm. Les donnees de 
RT-PCR semi-quantitiatives sur des lots d'ARN correspondant a divers stades de 
developpement des baies indiquent que le transcrit SIRK disparait brutalement apres la 
veraison, ce qui correspond au moment ou les stomates de la baie evoluent en lenticelles non 
fonctionnels. Cela suggere que, dans la baie, SIRK est exprime uniquement dans les cellules 
de garde. En participant a la regulation de la transpiration via son expression dans les 
stomates, SIRK pourrait jouer un role dans le controle du flux de K + arrivant dans les parties 
aeriennes via la seve xylemienne, et dans la baie tant que cet organe presente des stomates et 
un xyleme fonctionnels. Par ailleurs, le profil d'expression du gene rapporteur chimerique 
promoteur SIRK:GUS 9 restreint aux stomates, designe la region promotrice de SIRK comme 
une sequence privilegiee, dans des strategies de lutte contre des champignons pathogenes (tels 
le mildiou) utilisant les stomates pour penetrer dans les tissus de la plante. Cette sequence 
pourrait permettre de cibler 1'expression de transgenes (proteine antifongique : e.g. chitinase, 
inhibiteur de sporulation) au niveau des stomates. 

Outre leur interet dans le cadre de l'analyse des determinants du transport de K" 1 * chez la 
vigne, les resultats que nous avons obtenus apportent des donnees originales concernant la 
famille Shaker chez les plantes.' Nous avons constate que les deux canaux clones chez la vigne 
sont tres proches de leur equivalent chez Arabidopsis, sur les plans proteique, structure 
genique, et fonctionnel. C'est egalement le cas des canaux de type Shaker clones a ce jour 
chez d'autres plantes. L'analyse de leur sequence proteique pemiet de construire un arbre 
pHylogenique qui se superpose a celui obtenu a partir des seules sequences d'Arabidopsis (Cf. 
chapitre 1, figures 1.4 et 1.5). Ilya conservation des cinq sous-groupes (AKT, KAT, SKOR, 
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AKT2, AtKC), avec une legere "fusion" des groupes AKT et KAT (Cf. chapitre 1). De plus, 
certains canaux proviennent de monocotylddones, et leur sequence proteique s'inscrit quand 
meme dans Ie schema global des 5 sous-groupes. La structure des canaux potassiques a done 
probablement ete fixee avant la separation des monocotyledones et des dicotyledones. La 
conservation de la structure genique au sein de cette famille est plus difficile a discuter, car 
mis a part les genes clones chez Arabidopsis, les seuls genes complets dont on dispose sont 
ceux de SIRK et d'OsKATI. Cependant, la structure de ces deux genes correspond au 
nucleotide pres a la structure genique de KAT2. Meme l'addition d'un petit domaine ankyrine 
chez SIRK (qu'OsKATl ne possede pas) ne modifie pas la position et le nombre des introns 
par rapport a KAT2. Ces donnees suggerent que revolution de cette famille multigemque est 
tres ancienne, puisque les memes structures geniques se retrouvent chez des especes tres 
variees, et que la pression de selection qui s'est exercee depuis la divergence des especes a ete 
assez forte pour conserver genes et proteines avec un minimum de derive. Cette tendance 
evolutive n'est pas courante chez les families multigeniques. 



Expression de canaux mutants dominants negatifs : elucidation du role des 
canaux dans la plante et analyse des effets d'une perturbation des 
transports de K + sur la physiologie de la baie 

La genetique inverse, essentiellement basee sur l'inactivation de genes, peut offrir une voie 
commode pour elucider le role d'une proteine donnee dans un organisme. Chez les plantes, 
l'absence de recombinaison complique l'utilisation de cette approche. Chez Arabidopsis, les 
programmes internationaux d'inactivation de genes par insertion d'ADN-T ou transposons ont 
permis de pallier cette difficulte. Pour les autres plantes, plus complexes, et n'ayant done pas 
le statut de plantes modeles, la determination du role d'une proteine par des approches 
genetiques est malaisee et depend beaucoup des caracteristiques de la proteine en question. 

Les canaux de type Shaker sont fonctionnels sous forme tetnunenque, et l'assemblage 
de polypeptides mutants non fonctionnels avec des polypeptides fonctionnels peut conduire a 
la formation de canaux inactifs (Baizabal-Aguirre et al, 1999). De telles sous-unites non 
fonctionnelles ont done un comportement de type "mutant dominant negatif '. Nous avons 
pense qu'il etait possible de tirer parti de cette propria^ pour d^velopper une analyse de type 
genetique -inverse afin de determiner le rdle des canaux Shaker chez la vigne. Nous avons 
choisi le canal SOR comme premiere cible pour tester cette possibility d'approche. 

w Le motif GYGD du pore des canaux est l'element essentiel du canal, contrdlant le 
transit des ions K + . Ce motif est positionn6 au fond d'une "bouche" (figure 6.1 A), representee 
en forme d'entonnoir, canalisant les ions vers le pore. E est done position^ dans un 
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environnement sterique restraint, et des mutations amenant des acides amines de taille 
superieure aux residus normaux alterent les proprietes de conduction du pore. D a ainsi ete 
remarque au Laboratoire que le remplacement du dipeptide GY par RR rend le canal non 
fonctionnel (I. Dreyer, communication personnelle) v Nous avons decide de muter l'ADNc SOR 
de maniere a reproduire ce changement d'acides amines (figure 6. IB). L'ADNc mute a ensuite 
ete injecte dans des ovocytes de xenope, seul ou avec l'ADNc sauvage. Les analyses 
electrophysiologiques (figure 6.1C; travail effectue par Benoit Lacombe) ont confirme que le 
polypeptide code par l'ADNc mute est effectivement dote d f une activite de type "mutant 
dominant negatif". 

Nous avons alors entrepris de transformer des cals embryogenes avec l'ADNc SOR 
mutant dominant negatif. Pour cela, nous avons place l'ADNc mute sous le controle du 
promoteur 35S, dans le vecteur pBDB-Hygro (Cf. chapitre 2, § 2.6.2). Nous avons egalement 
transforme des cals avec le vecteur vide et avec l'ADNc sauvage sous controle du promoteur 
35S, de maniere a disposer de plantes controles. Des resultats sur le comportement de ces trois 
types de plantes transgeniques ont ete obtenus a la fin de la redaction de ce memoire. lis sont 
resumes ci-dessous. 

Lorsque nous avons procede a la regeneration de plantules a partir de tiges axillaires 
provenant de cals transformes par les constructions precedemment decrites, nous avons pu 
constater un leger retard de croissance des individus ayant integre l'ADNc SOR mute par 
rapport aux deux autres populations. Afin de mettre en evidence un phenotype de ces mutants, 
nous avons transfere des rnicroboutures des trois sortes de plantes sur un milieu pauvre en K + . 
Ce milieu contient 1 mmol.l" 1 de K + environ. Des rnicroboutures provenant des merries plantes 
ont egalement ete transferees sur milieu MS/2 (K + 4 mM environ), de maniere a foumir des 
temoins de croissance. Au bout de trois semaines de culture, les observations indiquent que 
sur milieu MS/2, les mutants dominants negatifs presentent un leger retard de croissance, par 
rapport aux boutures exprimant l'ADNc sauvage ou contenant le vecteur vide, rappelant le 
retard observe lors de la regeneration des plantules. Sur milieu "pauvre" en K^, les mutants 
presentent une croissance tres reduite (ou ne poussent pas), mais sans necrose. Les boutures 
contenant le vecteur vide poussent normalement. Celles qui surexpriment l'ADNc sauvage 
poussent egalement normalement, mais presentent un aspect altere par rapport aux 
precedentes, avec des feuilles moins bien developpees, presentant des zones de coloration 
heterogene. Ces resultats sont tres preliminaires et quelques semaines supplementaires de 
croissance des boutures seront n6cessaires avant de pouvoir realiser des tests plus 
quantitatifs : comparaison d6taillee des croissances des racines et des parties aeriennes, 
dosages de K + dans les differents organes, mesure des transports de K + (eventuellement a 
l'aide du traceuc 86 Rb' 1 "), mesures de conductance stomatique...-Si les plantes exprimant le 
canal mutant dominant negatif presentaient effectivement un phenotype, elles pourraient 

9 

permettre & la fois de preciser le role de SOR in planta, et d'analyser l'impact de modifications 
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des transports et de 1'accumulation de K + sur la physiologie de la baie et la qualite du mout. 
Par rapport a ce dernier objectif, il est important de remarquer que la possibilite de greffage de 
la vigne (bouture transformee sur porte-greffe sauvage ou reciproquernent, ou boutures 
sauvages et transformees greffees sur une meme souch^...) constituerait un atout important. 

En conclusion, ce travail presente la premiere analyse des determinants moleculaires du 
transport de K + chez la vigne. Nous avons identifie deux canaux potassiques, analyse leurs 
caracteristiques fonctionnelles et leur profil d'expression in planta. Ce travail a requis la mise 
en ceuvre de la technique de transgenese, qui est relativement longue et complexe dans le cas 
de cette plante. Malheureusement, nous n'avons pas pu valoriser ce travail dans le temps 
imparti a une these. Les resultats que nous avons obtenus et les vignes transgeniques que nous 
avons construites sont cependant susceptibles de constituer des elements importants dans le 
developpement de cette thematique, offrant en perspective des solutions durables pour 
ameliorer Tequilibre acido-basique des baies et la qualite des mouts. 
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Identification et caracterisation de canaux potassiques chez la vigne. 

Un exces de K + dans les baies de raisin se traduit par une alteration de l'equilibre acido- 
basique du mout, gravement prejudiciable aux qualites physico-chimiques et organoleptiques 
du vin. Nous nous sommes interesses aux determinants moleculaires du transport de K + dans 
la vigne, en recherchant des canaux potassiques de type Shaker, par criblage de banques 
d'ADN. Deux canaux ont ete identifies et caracterises (analyse du profil d'expression in planta 
et des proprietes fonctionnelles dans l'ovocyte de xenope). Le premier canal, SOR, est tres 
semblable aux canaux de la famille SKOR d'Arabidopsis. Cest un canal d'efflux, exprime 
dans les parties aeriennes vegetatives et dans les baies. Son expression, analysee par RT-PCR 
quantitative, semble peu variable au cours du developpement des fruits. SOR pourrait etre 
implique dans la charge en K + de la baie. Le second canal, SIRK, est un canal d'influx, 
comme son orthologue KAT2 chez Arabidopsis. A l'aide d'une construction plagant le gene 
rapporteur GUS sous le controle du promoteur SIRK, nous avons constate que SIRK est 
exprime dans les cellules de garde des feuilles, des tiges et des petioles, aussi bien en systeme 
heterologue (chez Arabidopsis) qu'en systeme homologue, apres transformation genetique de 
cals embryogenes de vigne. D semble egalement exprime dans les cellules de garde des baies 
avant la veraison. Dans une derniere etape, nous avons engage une approche de genetique 
inverse en transformant la vigne avec un canal SOR dote d'un comportement de type mutant 
dominant negatif, et obtenu des plantes presentant apparemment un phenotype. 

Mots-cles : vigne, canaux, potassium, expression de genes, caracterisation fonctionnelle, 
GUS. 



Identification and characterisation of vine K + channels. 

K + accumulation in grape berries results in decreased must acidity, leading to wines with poor 
storage and gustative properties. In this context, we started a project aimed at identifying the 
molecular determinants of K + transport in grapevine, focussing on Shaker-like K + channels. 
DNA library screenings allowed us to identify two channels. The first one, named SOR, is an 
outward rectifying channel, belonging to the same sub-family than the Arabidopsis SKOR 
channel. SOR is expressed in green aerial part and in the berries. It could be involved in berry 
K + loading. The second channel, named SIRK, is endowed with inward rectification, is 
orthologous to the Arabidopsis KAT2 channel and displays functional properties very similar 
to those of KAT2. In order to localise the expression of SIRK, SIRK promoter region was 
fused to GUS reporter gene and the resulting construct was expressed in Arabidopsis as well 
as in vine. GUS patterns analysis showed that SIRK is expressed in guard cells in the 
vegetative parts. SIRK expression pattern through berry development, analysed by RT-PCR 
suggests that this gene is also expressed in berry guard cells. Actually, SIRK is expressed in 
the berries as long as stomata are functional. Finally, a reverse genetic approach on SOR 
channel was started. We transformed vines with a dominant negative mutant of SOR channel. 
The resulting plants seem to present a phenotype when growing on low-K + medium, but 
further characterisation is still required. 

Key words : vine, channel, potassium, gene expression, functional characterisation, GUS. 
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1.1 Le potassium dans la cellule 

Le potassium est le 7 ,eme ejement le plus abondant sur Terre et represente environ 1.5% 
de la masse totale de la planete. Les caracteristiques atomiques de ce metal alcalin 
(rapport charge/taille relativement faible compare au sodium, Fig. 1.1 A) font que son 
energie d'ionisation est faible (il se trouve majoritairement sous forme ionique, Fig. 1.1 B) 
et que le champ electromagnetique autour de Hon est peu intense. Cela entraTne une 
coque d'hydratation de petite taille, et une faible tendance a modifier la structure de I'eau 
au dela de cette coque (faible pouvoir "chaotropique"). 

Ces proprietes sont compatibles avec le maintien de I'integrite de la conformation des 
proteines lors d'une forte concentration en potassium (Franks and Eagland, 1975) qui, 
chez toutes les especes vivantes, est le cation inorganique majoritaire du cytoplasme des 
cellules. Le potassium peut representer jusqu'a 10% de la masse de la matiere seche 
d'une plante (leigh and Wyn Jones, 1984). 

Les molecules organiques (proteines, acides organiques, acides nucleiques, etc.) 
comportent environ 25 fois plus d'oxygene (generant des groupements negatifs hydroxyles 
et phosphates) que d'azote (generant des groupements positifs amines) entramant a pH 
physiologique, une charge globale negative (Lehninger, 1970). Ces charges negatives 
sont neutralisees par le potassium dont la concentration cytoplasmique peut atteindre 
100 mM. Le potassium est par consequent le principal determinant de la force ionique du 
cytosol et de I'intensite des interactions electrostatiques inter- et intra-moleculaires 
determinant la structure et I'activite des complexes enzymatiques. 

La concentration de K + etant aux alentours de 100 mM dans le cytoplasme, et de quelques 
mM ou centaines de pM dans I'apoplasme, le potassium est le seul ion dont le potentiel 
d'equilibre (potentiel de Nernst, note Ek, le plus souvent compris entre -120 et -50 mV) est 
situe au milieu de la gamme physiologique des valeurs pouvant etre atteintes par le 
potentiel de membrane (Em). Done cet ion est le seul a pouvoir entrer et sortir de la cellule 
en fonction de Em par transport passif a travers des canaux qui sont les systemes de 
transport ionique a plus forte conductance. 

^accumulation d'un cation diffusible comme K + pour neutraliser des anions indiffusibles 
comme les rnacromolecules organiques a pour consequence I'apparition d'un "potentiel 
electrique de diffusion" qui est la composante principale du potentiel de repos des cellules. 
La conductance potassique etant la principale conductance membranaire, la 
compensation electrique du courant genere par I'activite des pompes electrogenes 
(notamment Na/K-ATPase des cellules animales et l-T-ATPase des cellules vegetales) se 
fait principalement par un courant potassique a travers des canaux selectifs de K + . Ainsi, 
le potassium joue un role essentiel dans le controle du potentiel de membrane. 
Enfin, ['accumulation du potassium dans la vacuole participe au controle de la pression 
osmotique des cellules qui, chez les plantes, est indispensable au maintien de la 
turgescence des tissus (Vorobiev, 1967; Maathuis and Sanders, 1993; Walker et al., 
1996), a la croissance et aux mouvements cellulaires tels que Touverture et la fermeture 
stomatique (Raschke, 1979; MacRobbie, 1998), les nasties (Satter and Galston, 1981), ou 
Texpansion cellulaire (croissance du tube pollinique, (Mouline et al., 2002). 
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(A) Taille des differents atomes 

(B) Valeur des energies d'ionisation en fonction du numero atomique de I'atome 



I.2.- Physiologie generate des transports de potassium dans la plante 



1.2.1. - Absorption racinaire 

Les plantes terrestres prelevent le potassium dans la solution du sol par leurs racines. Ce 
prelevement est important pour une plante en croissance puisqu'il doit representer environ 
10 % de I'accroissement de la masse seche. La concentration de K + dans la solution du 
sol depend de la composition du substrat, de son hydratation ainsi que du pH, car un pH 
acide favorise la liberation du potassium des sites anioniques du substrat mineral du sol. 
La concentration du potassium "libre" peut varier dans une gamme tres large, la moyenne 
se trouvant entre 100 et 1000 pM. Les plantes ont done mis en place des modes de 
prelevement du potassium dans le sol permettant leur developpement sur la quasi totalite 
des sols, riches ou pauvres en potassium, avec ou sans autres cations concurrents (tel 
que le sodium). L'etude de ('absorption racinaire de K + a I'aide de traceurs radioactifs, 4 ^K + 
ou 86 Rb + , a revele les caracteristiques cinetiques des systemes de transport impliques 
dans cette absorption (Epstein et al., 1963). Une cinetique biphasique est observee en 
fonction de la* concentration externe en potassium, et Epstein et ses collaborateurs 
postulent sur la presence de deux systemes de transports distincts sur la membrane 
plasmique des cellules du cortex racinaire : un systeme de transport a haute affinite 
saturable ("mecanisme 1") et un systeme a basse affinite virtuellement non saturable 
("mecanisme 2", Fig. 1. 2). L'absorption racinaire de K + , qui est I'etape d'entree de cet ion 
dans la plante, represente un modele d'integration de systemes de transport ionique actif 
et passif, a haute et a faible affinite (au niveau de la membrane peripherique du 
symplasrne cortical). 

Transport actif saturable (haute affinite) de IC 

Des approches electrophysiologiques realisees sur des protoplastes de cellules racinaires 
d'Arabidopsis t. ont montre qu'un courant potassique entrant (influx de K + ) peut etre 
enregistre dans des solutions de bain contenant quelques pmoles de potassium par litre. 
Cet influx de potassium va contre le gradient electrochimique, et implique done une 
energisation du transport (Maathuis and Sanders, 1994). Deux types de systemes de 
transport actif sont a priori envisageables : des systemes a couplage secondaire 
(terminologie chimiosmotique selon Mitchell; Mitchell, 1961, 1967) catalysant le 
cotransport de K + avec Na + , Ca 2+ ou H + , ou un systeme couplant directement Tinflux actif 
de K + a Thydrolyse d'ATP, e'est a dire une ATPase pompe a potassium. 

Le potentiel de membrane des cellules du cortex racinaire ne depend ni de la 
concentration en sodium ni de la concentration en calcium de la solution de bain, excluant 
done un couplage entre I'influx (actif) de K + et celui (passif) de Na + ou de Ca 2+ . Les 
courants potassiques n'etant pas modules par une augmentation d'ATP cytoplasmique, 
Intervention d'une pompe a K + peut etre exclue (Maathuis, 1996). Par contre, la variation 
du gradient de proton transmembranaire provoquee par des modifications du pH exterieur 
affecte les courants potassiques entrants (I'intensite du courant K + entrant double lors 
d'une baisse de 2 unites du pH de la solution). Ces donnees suggerent un couplage H + /K + , 
de plus, les modifications du potentiel de membrane lors de I'entree de potassium, suivent 
les previsions du modele de Goldman-Hodgkin-Katz pour une stoechiometrie H + :K + de 1:1, 
suggerant que le 
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Figure 1. 2. Cinetique de I'absorption du potassium par les racines en fonction de la 
concentration exterieur en K + . L'entree biphasique est catalysee par un mecanisme a haute 
affinite (mecanisme 1) et un mecanisme a faible affinite (mecanisme 2). L'insert montre le 
meme modele a une echelle plus large. Ligne en pointillee, mecanisme 1 ; ligne pleine, 
mecanisme 1+2. 



systeme de transport a haute affinite perrnettant I'absorption racinaire du potassium est un 
symport H + :K + (Maathuis, 1996). 

Une famille de transporters ("KT" pour Transporter) proche des transporters 
"KUP" {hC Uptake) bacteriens et "HAK" (High Affinity tC) des levures pourrait cataliser les 
flux racinaires de potassium, [.'annotation du genome d'Arabidopsis thai/ana revele la 
presence une famille de 13 genes codant des transporters KUP/HAK/KT dont le profil 
d'hydrophobicite suggere 12 segments transmembranaires. II y a pour I'instant peu de 
donnees d'expression fonctionnelle et de localisation concernant ces genes. Cependant 
10 d'entre eux ont ete detectes dans les poils absorbants, et une inhibition de Tactivite de 
ces transporteurs suite a une alcalinisation du milieu a ete rapportee (Senn et al., 2001; 
Ahn et al., 2004). 

Transport passif de IC (faible affinite) 

Des canaux, plus ou moins Selectifs de I'ion K + sont impliques dans ce transport qui ne se 
fait qu'en descendant le sens du gradient de potentiel electrochimique. Les etudes de 
patch-clamp sur des protoplastes de cellules racinaires ont effectivement revele I'activite 
de canaux entrants et sortants, selectifs de K + , bloques par le TEA (inhibiteur specifique 
des canaux potassiques) et pour certains controles par le potentiel de membrane (canaux 
"voltage-dependants"). En ce qui concerne I'absorption racinaire, des "IRKs" (pour /nward 
rectifying fC channels) ont ete mis en evidence chez de nombreuses especes vegetales 
telles que le ble (Gassmann and Schroeder, 1994), le maYs (Roberts and Tester, 1995), 
Arabidopsis (Maathuis and Sanders, 1995). lis s'activent dans une gamme de potentiels 
de membrane couramment observee sur la membrane des cellules racinaires, et ne se 
desactivent pas, permettant done de soutenir de larges influx de potassium du sol vers la' 
plante. 

Des "ORKs" (pour outward rectifying fC channels) ont ete identifies sur la membrane des 
cellules des tissus peripheriques racinaires (epiderme, cortex et poils absorbants; 
Ivashikina et al., 2001). Ces canaux pourraient etre impliques dans les echanges entre le 
symplasme racinaire et la solution apoplasmique qui I'impregne et/ou dans le controle de 
la polarisation electrique du reseau symplasmique. 

/.2.2.- Traversee radiale de la racine 

Les ions et I'eau absorbes par les cellules epidermiques et corticales racinaires doivent 
traverser la racine puis entrer dans le xyleme afin d'etre transportes via le flux de seve 
brute jusque dans les organes aeriens de la plante. Ce transfert radial vers la stele 
racinaire peut emprunter deux voies differentes (Clarkson, 1993), la voie apoplasmique 
(voie extracellulaire), ou la voie symplasmique (voie intracellular, car les cellules de la 
racine sont reliees entre elles par de larges plasmodesmes; Fig. 1. 3 A). En regie generate, 
le potassium emprunte un trajet qui combine ces deux voies, mais la voie symplasmique 
est obligatoire pour franchir I'endoderme. Cette couche cellulaire qui entoure la stele et 
dont la paroi est impregnee de lignine et de suberihe (bande de Caspari), forme une 
barriere entre I'apoplasme de la stele et I'apolasme cortical : la voie apoplasmique est 
interrompue au niveau de Tendoderme et les ions ne peuvent gagner la stele que via la 
voie symplasmique (Fig. 1. 3 B). Ce passage oblige des ions par la voie intracellular 
implique I'activite de systemes de transports ioniques membranaires ce qui permet de 
selectionner specifiquement les ions envoyes aux parties aeriennes via le xyleme. 
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Figure I.3 Cheminement des ions (et de I 'eau) du substrat vers la stele 

(A) Representation des differentes voies empruntees par I'eau et lesjons dans le cortex 
racinaire, en vert la voie apoplastique, en bleu la voie syrnplasrnique et en rouge une voie 
mixte. (B) Representation des differentes couches cellulaires de la racine, un 
agrandissement des cellules de I'endoderme est montre afin d'indiquer la bande de 
Caspari (en bas). 



/. 2. 3.- Charge du xyleme 

Dans la stele, la voie symptasmique corticate se poursuit par les cellules du pericycle et du 
parenchyrne xylernien. Le xyleme lui-rneme est constitue des squelettes parietaux de 
cellules mortes relies loogitudinalement entre eux par des ponctuations (anciens 
plasmodesmes; Clegg and Cox, 1978; Fig. 1 .4 A). Les vaisseaux xylemiens constitues par 
ces enchamements de cellules mortes et a travers lesquels circule la seve brute, sont 
charges par diffusion a partir de la solution qui impregne leur apoplasrne. La charge du 
xyleme est done controlee par les systemes de transport qui catalysent I'efflux des ions 
depuis les cellules du parenchyrne xylernien, une etape de franchissement membranaire 
qui sournet les ions a une nouvelle etape de selection. Une fois dans le lumen du xyleme, 
les ions sont entrames par le flux de la seve brute qui resulte de trois mecanismes 
distincts (Zimmermann et al., 1994). L'evapotranspiration (ce flux d'eau au niveau des 
feuilles cree une tension sur la colonne d f eau du xyleme, et permet son ascension par 
effet de succion) la poussee racinaire et la capillarite. 

Des etudes electrophysiologiques realisees sur des protoplastes de cellules du 
parenchyrne xylernien de maVs, d'orge et d'Arabidopsis (Wegner and Raschke, 1994; 
Roberts and Tester, 1995b; Wegner and De Boer, 1997; Roberts, 1998; Diatloff et al., 
2004) ont revele la presence de deux conductances potassiques distinctes. Une 
conductance entrante, qui impliquent des "IRKs" semblables a ceux decrits ci-dessus dans 
les tissus peripheriques et responsables de I'entree de K + dans le symplasme. Cette 
conductance permettrait une recapture du potassium apoplasmique en exces. Et une 
conductance sortante, impliquant des ORKs qui controleraient le relargage de potassium 
du symplasme racinaire vers I'apoplasme stellaire (vaisseaux du xyleme). 

/.2.4.- Charge et decharge du phloeme 

La croissance et le developpement de la plante necessite une distribution des produits de 
la photosynthese : ces molecules synthetisees dans les organes dits "sources" (feuilles 
matures) doivent ensuite etre relocalisees vers les organes en croissance et les tissus non 
photosynthetiques de la plante (organes dits "puits", jeunes feuilles, fleurs, graines, fruits, 
racines). Cette relocalisation necessite un transport selectif a longue distance, qui est 
assure par le systeme phloemien. 

La charge et la decharge du phloeme se fait grace a des gradients osmotiques (et 
done hydriques) crees entre les organes sources (fortes concentrations en sucres et en 
ions) et les organes puits (plus faibles concentrations, et done plus fort potentiel 
osmotique; Vreugdenhil, 1985; Patrick, 1997). Le gradient osmotique est initialise au 
niveau des organes sources par la creation d'un potentiel electrochimique du a I'activite 
des H + -ATPases des cellules compagnes qui sont en contact electrique direct avec les 
cellules des tubes cribles (formant les vaisseaux du phloeme) via des plasmodesmes 
(DeWitt et al., 1991; DeWitt and Sussman, 1995); fig. I.4 B). Cette energisation de la 
membrane est essentielle a la creation de flux de sucres (essentiellement de saccharose) 
et de potassium. 

La caracterisation electrophysiologique des conductances potassiques des cellules 
phloemiennes n'est que peu documentee a cause de la difficulte d'obtention de 
protoplastes. Cette difficulte est moindre avec les racines de maVs dont la stele est facile a 
separer du cortex. Des cellules phloemiennes peuvent ensuite etre obtenues par 
dissection. Sur ce materiel, des conductances potassiques ont ete identifiees, elles sont 
proches des IRKs au niveau de leur selectivity et de leurs reponses aux inhibiteurs, mais 
elles presentent une faible rectification, e'est a dire 
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Figure 1.4 : Representation des vaisseaux conducteurs (xyleme et phloeme 

(A) Les tubes xylerniens sont constitues des squelettes parietaux de cellules mortes, 
separes par des ponctuations (anciens plasmodesmes). 

(B) Les tubes cribles sont constitues de cellules vivantes dont le noyau et les organites 
ont degenere, les proteines necessaires a leurs fonctionnement leurs sont delivrees par 
les cellules compagnes les entourant. 

* • 

qu'elles permettent une entree ou une sortie de potassium selon la valeur du potentiel de 
membrane (Bauer et al., 2000). Chez Arabidopsis thaliana, Tutilisation de plantes 



exprimant le gene de la GFP sous le controle du promoteur du gene AtSUC2 (actif 
specifiquement dans les cellules compagnes phloemiennes), a permis d'isoler des 
protoplastes de ces cellules et d'identifier deux conductances potassiques : une 
conductance sortante de type ORK et une conductance entrante de type IRK (Ivashikina 
et al., 2003). Cependant, des conductances qui seraient eventuellement specifiques aux 
cellules situees soit dans les regions sources soit dans les regions puits n'ont encore pu 
etre mises en evidence. 

Ces flux de potassium via le phloeme ont trois fonctions essentielles, ils permettent 
(i) de controler le potentiel de membrane, tendant a rapprocher sa valeur de celle du 
potentiel d'equilibre de K + (E K ), (ii) de creer une partie du gradient osmotique responsable 
du flux de seve entre les organes sources et puits, et (iii) de contribuer a ('alimentation des 
organes puits (notamment les graines et les fruits) en potassium. Relativement au 
potassium, le terme de puits renvoie a deux types d'organes : les organes en croissance, 
qui necessitent du potassium afin d'avoir une turgescence suffisante pour permettre 
I'expansion cellulaire, et les organes de "stockage" (puits stricto sensu) comme les 
tubercules, les graines et les fruits. 

/.2.5.- Un schema de la distribution de fC dans la plante 

L'absorption racinaire, la charge du xyleme, le transfert vers les parties aeriennes, et 
la redistribution via le phloeme determinent un schema de circulation du potassium dans la 
plante (figure 1.5). Ce schema met en exergue deux aspects des transports et des roles du 
potassium dans la plante sur lesquels ont porte mes travaux de recherche : les 
rnouvernents stomatiques qui impliquent notamment des flux intenses et rapides de K + a 
travers le plasmalemme et le transfert source-puits de K + qui est determinant, par 
exemple, dans le developpement des fruits. 

Un apergu des connaissances relatives aux mecanismes des rnouvernents 
stomatiques est donne ci-dessous dans le paragraphe 1.3. Le modele de puits sur lequel 
j'ai travaille, la baie de raisin, est presente dans le paragraphe 1.4. 
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Figure 1.5. Circulation du potassium dans la plante. 

L'entree de potassium se fait au niveau de la racine, puis il est charge dans le xyleme ou 
il est distribue dans toute la plante ou il intervient dans de nombreux mecanisrnes 
cellulaire cornme le controle des mouvements stomatiques. Lors de la fructification, 
d'importantes quantites de potassium vont etre transferees via le phloeme dans les 
fruits, modele d 'organes puits. 

I.3.- La cellule de garde 

Chez les plantes superieures (pre-spermaphytes et spermaphytes), I'essentiel des 
echanges gazeux entre les parties aeriennes et Tatmosphere (perte de vapeur d'eau, 



capture de C0 2 et de O2 pour la photosynthese et la respiration) s'effectue a travers les 
stomates, presents au niveau de I'epiderme de ces organes aeriens. Un stomate est 
constitue de deux cellules reniformes, dont la courbure delimite un pore ou ostiole a 
travers lequel diffuse la vapeur d'eau et le C0 2 (Zeiger, 1983; Blatt, 2000a; Hetherington, 
2001). Ces echanges se font entre I'atmosphere et la chambre sous-stomatique, cavite 
bordee de cellules mesophyliennes, situee sous le stomate et dans laquelle debouche le 
reseau de meats foliaires. La repartition des stomates varie en fonction des especes, elle 
peut etre identique entre les deux faces de la feuille, ou etre exclusive de la face inferieure 
(moins soumise au vent). La densite des stomates peut etre comprise entre 30 et 300 
stomates par mm 2 . La moyenne des ouvertures stomatiques determine I'intensite des 
echanges gazeux a I'echelle d'une feuille. Tous les stomates d'une meme feuille n'ont pas 
le meme degre d'ouverture, au contraire, la feuille est une sorte de patchwork, avec des 
zones ou les stomates sont plus ouverts que dans d'autres zones. Cette heterogeneite 
d'ouverture pourrait dependre des micro-conditions internes et externes de chaque zone 
(Mott and Buckley, 2000). Le degre d'ouverture des stomates depend du bilan des 
pressions s'exergant sur la paroi des cellules de garde, de la pression de turgescence a 
I'interieur de la cellule et de la pression des cellules voisines (cellules epidermiques; 
Franks et al., 1998; Mott and Franks, 2001). La regulation de I'ouverture stomatique 
necessite Integration par la plante d'un grand nombre de parametres physiologiques et 
environnementaux afin de gerer la contradiction entre la necessite d'avoir une grande 
surface d'echange pour capter le CO2 servant a la photosynthese et celle d'economiser de 
I'eau afin d'eviter la deshydratation. 

1.3 .1.- Principe des mouvements stomatiques 

Les mouvements stomatiques sont dus a des deformations mecaniques des cellules de 
garde sous I'influence de variations de la pression osmotique intracellular. Les parois 
des deux cellules de garde etant d'une part soudees Tune a I'autre a leurs extremites, et 
d'autre part, plus epaisses et moins deformables en regard de I'ostiole, la deformation 
mecanique mene a une ouverture du pore stomatique. 

Lors de I'ouverture (la fermeture) stomatique, I'augmentation (la diminution) de la 
concentration intracellular en solutes s'accompagne d'un influx (efflux) d'eau 
responsable d'une augmentation (diminution) de la turgescence des cellules de garde. Les 
solutes majoritaires irnpliques dans ces mouvements stomatiques sont les sucres, le 
potassium, le malate, le nitrate et le chlore. 

/.3.2.- Les osmotica des cellules de garde 

Les sucres 

La contribution des sucres en tant qu'osmotica irnpliques dans I'ouverture des stomates 
depend de la periode de la journee. Les sucres sont peu presents pendant les premieres 
heures de jour, mais deviennent les osmotica majeurs.de I'ouverture ainsi que du maintien 
de celle-ci au cours de la journee. Trois sucres differents interviennent rnajoritairement 
dans les mouvements stomatiques, et la proportion de I'un par rapport aux autres varie en 
fonction de la qualite de la lumiere. Le saccharose intervient dans la quasi totalite des 
reponses lumineuses, il est issu soit de la photosynthese des cellules de garde ou des 
cellules mesophylliennes avoisinantes (Lu et al., 1995), soit de la degradation de I'amidon. 
Le maltose et le maltotriose sont quand a eux directement issu de la degradation de 
I'amidon, et ne semblent intervenir que suite a une induction de I'ouverture par de la 
lumiere bleue (Talbott and Zeiger, 1993; Talbott and Zeiger, 1998). 



Le potassium 

L'importance du potassium dans les mouvements stomatiques a ete decouverte dans les 
annees 60 (Fischer and Hsiao, 1968). Depuis, il a ete demontre que I'ouverture stomatique 
rnatinale (en debut de photoperiode) repose essentiellement sur une entree de potassium 
(Tallman and Zeiger, 1988), et que le role des sucres n'apparait qu'une fois le stomate 
ouvert. Meme si les cellules ont la capacite de soutenir un important efflux de potassium, 
et que experimentalement I'induction de cet efflux entrame la fermeture du stomate, le role 
de K + dans la fermeture stomatique a la tombee de la nuit n'a pas ete clairement 
demontre, car la concentration en potassium dans les cellules de garde baisse tout au 
long de la joumee, jusqu'a ne plus representer I'osmoticum majoritaire (Talbott and Zeiger, 
1996). 

Les contre-ions du potassium 

Les flux de K + doivent etre suivis d'une accumulation equivalente de charge negative afin 
de respecter I'electroneutralite de la cellule. Deux formes de contre-ion ont ete identifies, 
des anions mineraux, directement preleves dans le sol (CP et N0 3 ") et des anions 
organiques (comme le malate issu de la degradation de I'amidon et/ou de la 
photosynthese). La part de chacun de ces anions dans les mouvements stomatiques 
depend logiquement des conditions du milieu. 

/.3.3.- Les systemes de transport ionique de la membrane plasmique 
Les conductances potassiques 

Les cellules de garde possedent des canaux potassiques entrants et sortants similaires a 
ceux observes dans les tissus racinaires (Fig. 1. 6 A et B). Ces canaux entrants ont une 
forte selectivity pour K + , ils s'activent lors de I'hyperpolarisation cellulaire, ne s'inactivent 
pas et sont inhibes par une elevation de la concentration cytoplasmique de Ca 2+ 
(Schroeder et al., 1984; Schroeder et al., 1987; Blatt, 1988; Schroeder and Fang, 1991; 
Roelfsema and Prins, 1997). 

Les canaux sortants de la cellule de garde sont actives par une depolarisation et sont 
inhibes par une baisse de pH apoplasmique. Le.urs potentiel d'activation suit le potentiel 
d'equilibre de K + , c'est a dire qu'il varie en fonction de la concentration en potassium de 
I'apoplasme : une concentration elevee en potassium dans I'apoplasme entrame un E K 
peu negatif et done I'activation des ORKs requiert une forte depolarisation (Schroeder et 
al., 1984; Schroeder et al., 1987; Blatt, 1988; Hosoi et al., 1988; Schroeder and Fang, 
1991; Roelfsema and Prins, 1997). 

Ces proprietes des IRKs et ORKs de la cellule de garde les designent a priori comme des 
pieces essentielles des mecanismes d'ouverture et de fermeture du stomate. 




Figure 1.6. Conductances membranaires de la cellule de garde 

(A) Courants potassiques enregistres par la technique de patch-clamp en configuration 
cellule entiere sur cellule de garde de Vicia f. sur une gamme de potentiels de 
membrane allant de +88mV a -162 mV. (B) Decomposition des courants potassiques 
sortants (1) et entrants (2) presents sur la cellule de garde d'Arabidopsis t (C et D) 
Courants anioniques de type S et de type R respectivement enregistres sur la 
membrane de Vicia f. 



Les conductances anioniques 

Comme les canaux potassiques, les canaux anioniques des cellules de garde contribuent 
a deux fonctions physiologiques essentielles, la regulation de la turgescence cellulaire 
(Keller et al., 1989; Schroeder and Hagiwara, 1989; Guo et al., 2003), et le contrdle du 
potentiel de membrane. En effet, le potentiel d'inversion du chlore etant proche de 0 mV, 
I'ouverture des conductances anioniques va engendrer un efflux d'anion et une importante 
depolarisation de la membrane. Deux types majoritaires de canaux anioniques ont ete 
identifies a ce jour sur la membrane plasmique des cellules de garde, les canaux de type 
S (pour slow; Fig. 1. 6 C), et de type R (pour rapid), egalement appele GCAC1 pour Guard 
Cell Anionic Channel 1 (Keller et al., 1989; Schroeder and Hagiwara, 1989; Fig. 1. 6 D). 

Les canaux anioniques de type R s'activent quasiment instantanement suite a une 
depolarisation (en quelques 10~ 2 s), et s'inactivent spontanement (Keller et al., 1989; 
Hedrich et al., 1990; Marten et al., 1991). Leur sequence de selectivity est 
N0 3 >cr>malate. Ces canaux actives par I'ATP et le GTP ont une activite trop fugace pour 
catalyser les efflux d'anions observes pendant la fermeture stomatique, ils seraient plutot 
impliques dans I'ajustement du potentiel de membrane (Hedrich et al., 1990). 

Les canaux de type S ont la meme selectivity que les canaux de type R et sont 
actives par une elevation du calcium cytoplasrnique. Leur cinetique d'activation et de 
desactivation est lente : ces canaux permettent des efflux substantiels et une 
depolarisation soutenue, facteurs essentiels de la fermeture stomatique (Marten et al., 
1991; Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992). Le blocage de ces canaux 
par ajout de NPPB, supprime la fermeture stomatique (Schroeder et al., 1993; Schwartz et 
al., 1995). 

ATPases pompe a H* 

Les cellules de garde possedent des ATPases secretrices de proton qui permettent 
I'energisation de la membrane plasmique. L'activite electrogene de ces pompes a ete 
observee sur des protoplastes de cellule de garde de Vicia faba ou une stimulation 
lumineuse (signal provoquant I'ouverture stomatique) declenche un courant 
hyperpolarisant dependant de la concentration en. ATP du cytosol (Assmann et al., 1985; 
Serrano, 1989). Ce courant pouvant etre inhibe par le vanadate a ete attribue a l'activite 
des ATPases de type P, c'est a dire, aux ATPases formant un intermediaire phosphoryle 
lors de I'hydrolyse de I'ATP (Serrano, 1989). 

L'hyperpolarisation generee par l'activite de ces pompes, rend le potentiel de 
membrane inferieur au potentiel d'equilibre de K + , ce qui permet Tinflux de K + necessaire a 
I'ouverture stomatique. Cet influx se fait principalement a travers les IRKs dont l'activite est 
favorisee par cette hyperpolarisation membranaire. 

/.3.4.- Les conductances tonoplastiques 

La vacuole occupe pres de 90% du volume de la cellule de garde, elle est done 
etroitement impliquee dans le controle de I'osmolarite. La quasi totalite des osmotica qui 
entrent dans la cellule via les transporters plasmalemmiques lors de I'ouverture 
stomatique, doivent entrer dans la vacuole et, inversement lors de la fermeture. C'est pour 
cela que la regulation des concentrations de solutes cytoplasmiques necessite un haut 
degre de coordination entre les differents systemes de transport plasmalemmiques et 
tonoplasmiques (MacRobbie, 1995; MacRobbie, 1999). 



Les canaux cationiques 

Trois types de canaux selectifs des cations ont ete identifies sur la membrane 
tonoplastique, les SV (slow vacuolar), les FV (Fast vacuolar), et les canaux VK (Vacuolar 
K + channel). 

Les canaux SV s'activent lentement lors d'une augmentation de la concentration en 
calcium du cytosol, et permettent une sortie de cations de la vacuole vers le cytoplasme. 
Les courants qu'ils catalysent sont peu selectifs, ces canaux sont en effet permeables aux 
cations monovalents et au calcium. Ces caracteristiques suggerent que les canaux SV 
seraient impliques dans les mecanismes de calcium induced/calcium release, qui est un 
element essentiel des voies de regulation de la fermeture stomatique (Amodeo et al., 
1994; Schulz-Lessdorf et al., 1994; Ward and Schroeder, 1994). 

Les canaux FV ont une activation instantanee en reponse a un changement du 
potentiel de membrane vacuolaire. Contrairement aux canaux SV, ils sont inhibes par une 
forte concentration en calcium cytosolique (> 100 nM). Ces canaux selectifs des ions 
monovalents pourraient jouer un role dans le relargage du potassium lors de la fermeture 
stomatique (Allen and Sanders, 1996). 

Les canaux VK, les troisiemes canaux identifies sur le tonoplaste, sont tres selectifs 
du potassium, et peu sensibles au potentiel de membrane. Leur activation est fortement 
liee a la concentration en calcium du cytoplasme, mais aussi au pH du cytoplasme 
(activite maximum pour un pH de 6.3). Ces canaux pourraient etre eux aussi 
responsables de la purge de la vacuole en potassium lors de la fermeture stomatique 
(Ward and Schroeder, 1994; Allen et al., 1998). 

Les canaux anioniques 

Tres peu d'etudes ont ete realisees sur les canaux anioniques du tonoplaste des cellules 
de garde. Les seules donnees disponibles viennent d'autres types cellulaires, ou des 
canaux permeables au malate et au chlore ont ete identifies (Pantoja et al., 1992; Ping et 
al., 1992; Cerana et al., 1995). Au niveau des cellules de garde, seul un canal de type 
VCL (Vacuolar CI" channel) active par une proteine kinase ayant un domaine de liaison a 
la calmoduline (CDPK: Calmoduline-like Domain Protein Kinase) a ete identifie par 
patch-clamp (Pei et al., 1996). Les canaux VCL sont actives par la CDPK lors d'une 
augmentation de la concentration en calcium et en ATP cytosolique. 

I.3.5.- Schema des mecanismes d'ouverture stomatique (Fig. 1.7 A) 

La majorite des signaux (essentiellement la lumiere et Tauxine) induisant I'ouverture 
stomatique, sont relayes par 1'activation des pompes a proton de type P du plasmalemme 
(Assmann et al., 1985; Roelfsema et al., 2001). Le fonctionnement de ces pompes 
electrogenes permet une hyperpolarisation membranaire qui entraTne I'ouverture des 
canaux potassiques voltage dependant entrants (IRK), menant a un influx de potassium 
dans le cytoplasme. Parallelement, le gradient de potentiel electrochimique de H + cree par 
la pompe permet le fonctionnement de transporters anioniques assurant une entree 
d'anions. Une des autre reponse induite par la lumiere est I'activation de la 
phosphoenol-pyruvate carboxylase et de la malate synthase, qui entraTne une 
accumulation de malate (Talbott and Zeiger, 1998; Asai et al., 2000; Outlaw and De 
Vlieghere-He, 2001). ^accumulation de I'ensemble de ces osmotica entraTne une entree 
d'eau et done une augmentation de la pression de turgescence, ce qui provoque 
I'ouverture du stomate. 



I.3.6.- Schema des mecanismes de fermeture stomatique (Fig. 1.7 B) 

Les mecanismes responsables de la fermeture stomatique sont decrits de maniere plus 
fine, lis integrant de nombreux stimuli exterieurs et interieurs : changements de la qualite 
et de la quantite de lumiere incidente, augmentation de la concentration en C0 2 , variations 
des concentrations locales en phytohormones (ABA, acide jasmonique), changement du 
potentiel d'oxido-reduction (Assmann, 1993; MacRobbie, 1998; Assmann and Shimazaki, 
1999; Blatt, 2000a; Hetherington, 2001; Schroeder et al., 2001; Chen and Gallie, 2004). 
L'ensemble des donnees disponibles concernant la transduction de ces differents signaux 
declencheurs de la fermeture permet de di?tinguer deux phases. La premiere correspond 
a une serie d'evenements specifiques de chaque stimulus, aboutissant, dans la grande 
majorite des cas, a une augmentation de la, concentration en calcium cytopiasmique. La 
seconde phase, en aval du signal calcique, semble relativement independante de la 
nature du stimulus initial. 

L'augmentation de la concentration de Ca 2+ dans le cytosol resulte de I'activation des 
canaux calciques plasrnalemmiques et vacuolates, permettant a la fois une entree de 
calcium a partir de I'apoplasme et un relargage a partir des stocks intracellulaires (Gilroy et 
al., 1990; Schroeder and Hagiwara, 1990; Allen and Sanders, 1996; Allen et al., 2001; 
Allen and Schroeder, 2001; Evans et al., 2001). L'integration locale des differents 
transports se traduit a la fois par une elevation rapide de la concentration de Ca 2+ et par 
des fluctuations (oscillations) de cette concentration au cours du temps dont la frequence 
et I'amplitude pourraient constituer un signal qui determinerait la taille du pore a I'etat 
stationnaire (Allen etal., 2001). 

Le signal calcique conduit a I'inactivation des pompes a proton, ainsi qu'a I'inhibition 
directe (Blatt, 2000a, b) ou indirecte via des reactions de phosphorylation- 
dephosphorylation (Pei et al., 1997) des conductances potassiques entrantes. En 
parallele, l'augmentation du calcium cytosolique entrame I'activation des deux types de 
conductances anioniques, S-type (Pei et al., 1997; Leonhardt et al., 2001) et R-type (Keller 
et al., 1989; Hedrich et al., 1990; Marten et al., 1991), responsables des efflux d'anions 
hors de la cellule de garde. L'ouverture des conductances anioniques provoque la 
depolarisation membranaire (le potentiel de membrane tend vers le potentiel d'equilibre du 
chlore). Cette depolarisation active des ORKs et provoque done une sortie massive de 
potassium hors de la cellule. Un troisieme effet du signal calcique est une alcalinisation du 
cytosol, qui active, elle aussi, les ORKs. L'efflux d'anions et de potassium entrame une 
sortie d'eau et done une diminution de la turgescence des cellules de garde conduisant a 
une fermeture du stomate. 

L'essentiel des ions secretes (environ 90%) provient de la vacuole. La mobilisation 
de ces ions vacuolaires est due a I'activation des canaux cationiques et anioniques 
tonoplastiques par le signal calcique cytosolique (Amodeo et al., 1994; Pei et al., 1996). La 
coordination des activites de transport sur les deux membranes permet de preserver 
I'homeostasie cytopiasmique. 
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Figure 1.7. 

Schema general des mecanismes menaht a I'ouverture stomatique (A) ou la fermeture (B). 
Les croix representent I 'inaction des systemes de transport. 



1.3. 7.- Reponse des stomates aux signaux environnementaux et hormonaux 
Reponse a la lumiere 

L'ouverture des stomates est necessaire quand les plantes regoivent un rayonnernent 
exploitable par leurs photosysternes, c'est a dire de la lumiere bleue ou rouge. 

L'ouverture des stomates en reponse a la lumiere rouge ne se produit qu'en cas 
d'une forte intensite. En depit du fait que de nombreux recepteurs de la lumiere rouge 
aient ete identifies (5 genes codent des phytochromes chez Arabidopsis), leurs roles dans 
l'ouverture stornatique a la lumiere rouge n'ont pas encore ete demontres. lis semblent 
plutot impliques dans le phototropisme, et les mecanismes d'evitement des autres plantes. 
Un intense rayonnernent de lumiere rouge va provoquer la fixation du C0 2 , et done 
diminuer la concentration de C0 2 dans la chambre sous stornatique. C'est la diminution de 
cette concentration qui semble activer par une voie encore inconnue l'ouverture 
stornatique, peut-etre, entre autre par une accumulation de sucres issus de la 
photosynthese (Roelfsema et al., 2002). 

Une forte intensite de lumiere bleue entraTne aussi une ouverture des stomates (Fig. 
1.8). Dans ce cas, les mecanismes d'ouverture pourraient etre identiques a ceux entraTnant 
l'ouverture sous forte lumiere rouge. Mais, une intensite faible (non photosynthetique) de 
lumiere bleue, correspondant aux premieres lueurs du matin, engendre aussi des 
mouvements stomatiques. Cette reponse passe par I'activation des phototropines 
(Kinoshita et al., 2001). Les phototropines sont des Serine/threonine kinases couplees a 
un chromophore (flavine) qui changent de conformation et s'autophosphorylent en 
presence de lumiere bleue. Le phosphate est transfere sur la region cytoplasrnique de la 
H + -ATPase du plasmalemme via une voie impliquant d'autres proteines kinases. La 
pompe a proton ainsi phosphorylee, fixe une proteine 14-3-3 qui la maintient sous sa 
forme activee, creant ainsi I'hyperpolarisation qui initie l'ouverture stornatique (Lin, 2002; 
Talbottetal., 2003). 

Reponse au C0 2 

Les stomates repondent a la concentration en C0 2 des espaces intercellulaires du 
mesophylle plutot qu'a la pression partielle de C0 2 de I'atmosphere (Mott, 1988; Assmann, 

1999) . II semble que la plupart des modifications de l'ouverture stornatique en reponse aux 
variations de la concentration de CO2 peut s'expliquer par les consequences de ces 
variations sur la photosynthese (Roelfsema et al., 2002). 

L'auxine 

Les donnees publiees sur les effets de l'auxine sont confuses car les effets de I'AIA sont 
differents de ceux des hormones de synthese (Mansfield et al., 1990). Schematiquement, 
l'auxine active la pompe a proton plasrnalemmique (Gehring et al., 1998; Bauly et al., 

2000) , et des applications exogenes d'AIA affectent les IRKs (activation) et les ORKs 
(inhibition) de maniere dose et pH dependante et inhibent les courants anioniques (Marten 
et al., 1991; Thiel et al., 1993; Blatt and Thiel, 1994), le tout menant a une ouverture 
stornatique. 
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Figure 1.8. Voie de regulation de I'ouverture stomatique en reponse a la lumiere bleue. 



La demande evaporative 

La demande evaporative, liee au VPD (vapor pressure c/eficiency) peut etre definie 
comme la difference d'humidite relative entre la chambre sous-stomatique, et 
I'atmosphere. Si la demande evaporative estfaible, une large ouverture stomatique permet 
d'absorber beaucoup de CO2 avec une faible perte d'eau, par contre si la demande est 
forte, une ouverture reduite est necessaire pour economiser de I'eau. II semble que la 
plante pergoit plus la transpiration globale de la feuille, plutot que le VPD (Mott and 
Parkhust, 1991). Les mecanismes a la base de cette perception n'ont pas ete identifies, 
cependant trois hypotheses sont debattues. Soit il existe un senseur moleculaire de flux 
d'eau (a travers I'ostiole ou la cuticule), soit la deshydratation des cellules avoisinant le 
stomate, due a la trop forte evaporation, declenche une fermeture, dans ce cas la il y 
aurait un senseur de teneur en eau ou de turgescence cellulaire, soit I'important flux de 
transpiration issu d'un VPD trop fort, mene a une accumulation rapide d ! ABA au niveau 
des stomates, et done entraTne leur fermeture. Une recente etude de Sarah Assmann sur 
la reponse de mutant insensible a I'ABA, et des mutants ne synthetisant pas d'ABA a 
I'humidite de I'air, a montre que les mutations n'affectaient pas la reponse des plantes au 
VPD, contredisant done la troisieme hypothese citee ci-dessus (Assmann et al., 2000). 



L'ABA 



Le role de I'ABA dans la regulation de la taille du pore stomatique de plantes soumises a 
un stress hydrique est tres docurnente. Par exemple, des mutants dans la voie de 
biosynthese de I'ABA sont deficients dans le controle de leur ouverture stomatique en 
reponse a un stress hydrique (Koornneef et al., 1982; Leon-Kloosterziel et al., 1996; Marin 
et al., 1996). Cette hormone synthetisee essentiellement dans les racines soumises a un 
stress hydrique, declenche, quand elle est ajoutee dans le milieu d'incubation d'epidermes 
peles, un efflux de potassium et une fermeture stomatique (MacRobbie, 1998). 

La reception par les stomates reste une etape inconnue de la voie de transduction du 
signal ABA. Certains avancent la presence de recepteurs a la face externe de la 
membrane plasmique (Anderson et al., ; 1994) et d'autres celle d'un recepteur 
cytoplasmique (Hamilton et al., 2000). Cependant, aucun recepteur n'a ete identifie a ce 
jour. 

En aval de la fixation de I'ABA sur son hypothetique recepteur, toute une cascade de 
transduction se met en place (Fig. 1. 9), faisant intervenir des reactions de phosphorylation 
et dephosphorylation (Armstrong et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Li et al., 2000; Merlot et 
al., 2001; MacRobbie, 2002; Mustilli et al., 2002), I'activation de proteines G (Wang et al., 
2001; Assmann, 2002; Coursol et al., 2003; Pandey and Assmann, 2004) et la production 
de molecules telles que NP3, l'IP4 et NP6 (Gilroy et al., 1990; Staxen et al., 1999; Lemtiri- 
Chlieh et al., 2000; Jung et al., 2002), le cADPR (Leckie et al., 1998; Sanchez et al., 
2004), les especes reactives de I'oxygene (Pei et al., 2000; Kohler et al., 2003; Chen and 
Gallie, 2004), le NO (Garcia-Mata and Lamattina, 2001; Garcia-Mata et al., 2003; Garcia- 
Mata and Lamattina, 2003), des sphyngolipides (Ng et al., 2001), etc. 
Quelques acteurs moleculaires de cette cascade de transduction ont ete identifies, mais la 
place de chacun n'est pas encore definie. On connaTt au moins deux voies de reponse a 
I'ABA : une reponse pH-dependante et une reponse calcium-dependante (Blatt, 2000b). 
La fermeture du stomate en reponse au methyl jasmonate semble emprunter egalement 
une partie de ces voies (Suhita et al., 2004) demontrant ainsi une interconnexion entre les 
differents stimuli menant a la fermeture stomatique. 

Une "protein kinase", nommee OST1 (pour open sfomata 7), intervient specifiquement en 
reponse a I'ABA, et en amont de toute la cascade de transduction decrite ci-dessus. Le 
criblage d'une banque de mutants d'insertion a I'aide d'une camera infrarouge, qui permet 
de reperer des variants en termes de transpiration, a conduit a ['identification d'une lignee 
porteuse d'une insertion dans le gene OST1 (Mustilli et al., 2002). Les plantes KO (ost1-1 ) 
ne ferment plus leurs stomates en presence d'ABA, et ne limitent plus I'ouverture 
stomatique lors d'un stress hydrique, tout en gardant une regulation normale de leurs 
mouvements stomatiques en reponse a la lumiere et au C0 2 . 

En depit des nombreux elements qui restent a preciser sur ces voies de transduction 
du signal ABA, on sait qu'elles debouchent sur une inhibition des pompes a proton 
plasmalemmiques et une ouverture des canaux anioniques. La depolarisation 
membranaire qui en resulte permet I'activation des canaux potassiques sortants et, in fine, 
la fermeture stomatique. 



Figure 1.9. Voie de regulation de la fermeture stomatique en reponse a I 'ABA. 



I.4.- Un modele d'organe puits : la baie de raisin 

1.4.1. - Contexte agronomique et biologique de I'etude 

En vignoble a vin, le suivi du developpernent des baies, dans le but de prevoir la qualite du 
millesime et les operations oenologiques, repose sur la rnesure periodique de la teneur en 
sucres, mais aussi de I'acidite de titration, du pH et de la teneur en K + de la pulpe. Ces 3 
derniers parametres sont lies. En effet, en tant que cation endocellulaire le plus abondant, 
Hon K + est implique dans la neutralisation electrique des acides organiques, et participe de 
ce fait au controle du pH et de I'equilibre acido-basique de la pulpe. De nombreuses 
etudes montrent qu'une alimentation potassique trop riche se traduit par un desequilibre 
de I'acidite du mout (Hale, 1977; Storey, 1987; Delas et al., 1989). 



La vigne 

La vigne est une liane appartenant a la famille des Vitacees et a I'ordre des Rhamnales. 
Le genre Vitis est subdivise en trois groupes : euro-asiatique, asiatique et arnericain. Le 
groupe euro-asiatique ne comporte en fait qu'une seule espece identifiee : Vitis vinifera L, 
qui comprend des milliers de varietes (ou cultivars ou cepages) relativement difficiles a 
classer. La plupart des varietes cultivees pour la production de raisin de table ou de cuve 
appartiennent a I'espece vinifera. Les groupes asiatique et arnericain sont composes d'un 
plus grand nombre d'especes. Depuis la crise phylloxerique en Europe, les porte-greffes 
utilises en viticulture sont issus de croisements interspecifiques a I'interieur de groupe 
arnericain, ou entre vinifera et ces especes americaines. 

La baie de raisin 

La baie de raisin est constitute de deux ovaires, renfermant chacun deux ovules. La 
fecondation intervient quelques jours apres I'anthese (pollinisation majoritairement 
autogame). Les quatre ovules de la fleur sont rarement tous fecondes: on ne trouve en 
moyenne que deux pepins par baie. Generalement, une partie des fleurs d'une 
inflorescence ne donne pas de baies. Une dizaine de jours apres la floraison, le pedicelle 
d'un certain nombre d'organes se detache de la rafle au niveau d'une zone d'abscission 
(Bessis and Fournioux, 1992). La raison de cette abscission (absence de fecondation, 
avortement), n'est pas claire. Lorsque les fleurs sont fecondees, les ovaires et les ovules 
evoluent respectivement en baies et pepins, tandis que les rafles s'epaississent et se 
transforment en bois. A maturite, les rafles ne represented que 10 % environ du poids 
total frais de la grappe. 

Les baies sont des fruits charnus. Ce type de fruits est caracterise par une 
importante accumulation d'eau et de sucres au cours de leur developpement. La 
vascularisation de la baie derive de celle de I'ovaire (Pratt, 1971). Elle est constitute d'une 
part d'un reseau de petits faisceaux peripheriques, situes a quelques millimetres sous 
Tepiderme, et d'autre part, d'un large faisceau vasculaire central alimentant les pepins. 
Ces faisceaux se rejoignent au sornmet de la baie en un "pinceau" qui s'ancre au niveau 
du bourrelet du pedicelle, ce dernier constituant. la derniere ramification de la rafle (Fig. 
1.10). 




Figure 1-10. Representation de la morphologie d 'une baie de raisin (d'apres Coombe, 
1987) 



I.4.2.- Developpement de la baie de raisin (Fig. 1.11) 

Apres la fecondation des fleurs, on distingue' trois stades dans le developpement des 
baies : le stade herbace, la veraison et la maturation. Chacun de ces stades correspond a 
une veritable reprogrammation de I'expression des genes ainsi qu f un changement 
important de la composition cellulaire. 



Le stade herbace 

Apres la fecondation, les jeunes baies grossissent jusqu'a atteindre environ 2.5 mm de 
diametre. Cette augmentation de taille est initialement le fait de divisions mitotiques 
rapides (Coombe, 1976) dont le pic se situe environ une semaine apres I'anthese (Jona 
and Botta, 1988). Une periode de gonflement cellulaire se deroule ensuite pendant 
laquelle, la baie augmente son volume d'un facteur 300 environ (Coombe, 1976). Ce 
grossissement est principalement lie a une forte accumulation d'eau et d'acides 
organiques, notamment d'acide malique, dans la vacuole des cellules du pericarpe, les 
concentrations en sucre restant tres faibles. Le pH du jus, representatif de celui de la 
vacuole, est voisin de 2,5 (Hrazdina et al., 1994), et ne varie pas pendant cette phase du 
developpernent. 

Les jeunes baies sont chlorophylliennes et legerement photosynthetiques. Elles 
possedent d'ailleurs des stomates fonctionnels quoique relativement peu nombreux, qui 
degenerent apres la veraison. La fin de ce stade dit "herbace" se traduit par un fort 
ralentissernent de la croissance, qui est appele "plateau herbace". 

La veraison 

La veraison marque la transition entre le plateau herbace et le murissement. Elle se traduit 
par un rarnollissement tres rapide des baies, en 24 h environ. Cependant, I'etat des baies 
etant heterogene a Tinterieur d'une merne grappe, la veraison de toutes les baies d'une 
parcelle peut s'etendre sur plusieurs semaines. La baie, verte et dure, devient translucide, 
puis, chez les cultivars colores, prend une teinte violacee a cause de I'accumulation de 
tanins et d'anthocyanes dans les couches cellulaires de I'epiderme. De profondes 
modifications biochimiques s'amorcent, et I'accroissement du volume cellulaire reprend. 

Le murissement 

Des le debut de la phase de maturation, les baies accumulent des hexoses (glucose et 
fructose) importes via le phloerne. Ces sucres constituent I'osmoticum principal 
responsable du gonflement du fruit (Champagnol, 1984). Leur concentration peut atteindre 
1 M a maturite (Coombe, 1987). De plus, une partie des acides organiques, 
principalement I'acide malique, se detruit, entraTnant une reduction de I'acidite du fruit (le 
pH remonte jusqu'a 3.5-4). 

La maturite physiologique correspond au moment ou les baies ont atteint leur plus 
grand diametre et leur taux de sucre maximal. Entre la veraison et la fin de la maturation, 
la baie double de volume, en moyenne (le rapport masse a veraison/masse a maturite 
depend du cepage). Lorsque les baies sont laissees sur pied plus longtemps, elles entrent 
dans une periode de "surmaturation", et vivent sur leurs reserves. Elles perdent de Peau et 
commencent a se fletrir, leur jus se concentre (vendanges tardives). 
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Figure 1.11. Les differentes phases du developpement de la baie de raisin. (D'apres 
Mpelasoka B., 2003) 
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1.4.3. - Aspects physiologiques et biochimiques de la maturation des baies 

Au cours de son developpement, la baie passe par des phases de changements 
drastiques de sa physiologie et de sa composition biochimique. Les parois cellulaires se 
ramollissent, la pulpe s'enrichit en composes aromatiques et en glucides, tandis que son 
acidite se reduit. Les principaux aspects de cette maturation sont detailles ci-dessous. 

Ramollissement des baies : modifications parietales 

Les cellules de la pulpe subissent des modifications structurales importantes pendant la 
veraison (Harris et al., 1968). Le ramollissement est essentiellement lie a I'apparition d'une 
activite enzymatique de degradation des parois cellulaires (Doneche and Chardonnet, 
1992), ainsi qu'a une diminution de la concentration en substances pectiques (Silacci and 
Morrison, 1990). Cela aboutit a une disorganisation de la structure des parois cellulaires 
(Doneche and Chardonnet, 1992) et a pour consequence un assouplissement des tissus. 

Modifications du systeme vasculaire xylemien et de rapport des solutes vers la baie 

L'utilisation de colorants apoplastiques (Creasy et al., 1993) et des rnesures de flux 
hydriques (Ollat, 1997) ont revele une disruption des vaisseaux du xylerne au niveau du 
pinceau pendant la veraison. Ces discontinuites ont ete imputees initialement a retirement 
des vaisseaux provoque par la croissance rapide des baies au moment de la veraison 
(During et al., 1987; Findlay et al., 1987). Cependant, Creasy et ses collaborateurs ont 
montre que ces ruptures de vaisseaux chez le Pinot noir et le Merlot ont lieu lorsque la 
baie se ramollit, c'est a dire quelques jours avant la croissance rapide. La rupture du 
xyleme observe pour certains cepages pourrait done resulter d'un phenornene encore 
inconnu, autre que retirement des vaisseaux du a la croissance de la baie. 

La consequence des ruptures xylemiennes est, une modification de la voie 
d'approvisionnement des baies en solutes et en eau. Ces flux sont alors pris en charge par 
les vaisseaux du phloeme. Cependant, la seve phloemienne, riche en divers composes du 
metabolisme secondaire, comporte moins decides organiques, mais plus de sucres, que 
la seve xylemienne (Coombe, 1992). Ce changement d'approvisionnement expliquerait en 
partie revolution de la composition des baies en acides organiques, sucres et eau apres la 
veraison. 

1.4.4. - Flux d'acides organiques 
Acidite de la baie 

Le raisin avec un pH de 2,5 pendant le stade herbacee et de 3,5 a rnaturite, est un fruit 
extremement acide. Les acides organiques accurnules dans les cellules de la baie sont 
essentiellement synthetises au niveau des feuilles. Environ 90% de Tacidite de la baie est 
du aux acides malique et tartrique, dont les concentrations restent aux environs de 30 a 50 
mmol.L" 1 en fin de maturation (Winkler et al., 1974). D'autres acides sont detectes dans les 
baies, mais a des concentrations bien inferieures : acide citrique (jusqu'a 10 mmol.L* 1 chez 
certains cultivars), acides succinique et fumarique (moins de 1 mmol.L" 1 ). Les taux d'acide 
tartrique dans la baie sont remarquables, car cette molecule est fort peu representee dans 
le regne vegetal. 

L'acide malique et I'acide tartrique, qui sont les deux acides organiques principaux, 
sont essentiellement presents sous forme libre, le reste etant sous forme de sels 
combines au potassium, au calcium, au sodium et au magnesium. Le potassium, cation 
majoritaire dans les cellules, estle principal contre-ion de-ees acides. 



Les acides malique et tartique ont des profils d'accumulation tres differents, malgre 
leur structure chimique proche. L'acide malique est I'objet d'un metabolisme tres actif dans 
la majorite des organes, et il est mobile. Au con'traire, l'acide tartrique, synthetise dans les 
organes jeunes (ou il y a beaucoup de divisions cellulaires), s'accumule dans les tissus ou 
il est produit; il est peu mobile et peu metabolise. Parmi les facteurs influengant le rapport 
acide tartrique/acide malique qui est un facteur determinant pour la qualite des vins, la 
nature du cepage a un role important. Certains cultivars (Chasselas, Semillon) accumulent 
relativement plus de tartrate que d'autres (Ruffner, 1982). D'autre part, les conditions du 
milieu et de mode de culture peuvent egalement alterer ce rapport. En particulier, une 
fertilisation potassique importante provoque un enrichissement des baies en malate (Hale, 
1977; Morris et al., 1983), aux depends du tartrate (Delas et al., 1989). Et comme ce 
dernier est l'acide le plus fort du raisin, sa concentration a une grande influence sur le pH 
du vin. Une acidite trop faible rendant le vin insipide est done souvent asociee a une 
alimentation potassique excessive. 

Flux de sucres 

De nombreux glucides ^accumulent dans les baies. Les plus importants sont les hexoses, 
sucres fermentescibles qui donneront de I'ethanol sous Taction des levures. Les vins non 
chaptalises titrant environ 12 % d'alcool (v/v) proviennent de la fermentation de mouts dont 
la concentration en sucres est d'environ 200 g.L"\ soit 1 ,1 M dans les baies. 

Dans une baie mure, le glucose et le fructose sont presents en quantites 
equivalentes (80 a 120 g.L" 1 de mout) et represented 99 % des sucres solubles (Winkler 
et al., 1974). Le saccharose n'est present qu'en faible proportion (quelques g.L" 1 ). Enfin, 
des sucres non fermentescibles sont presents a I'etat de traces : galactose, ribose, xylose, 
ainsi que des pentoses (arabinose, rhamnose). 

Le raisin accumule peu d'amidon dans les stades verts, a I'inverse des fruits 
climacteriques. La baie est done tributaire pour sa maturation des importations de sucres 
en provenance du bois et des feuilles. 

Lorsque les baies sont au stade vert, tres peu de sucres sont stockes, la quantite de 
fructose etant environ deux fois inferieure a celle du glucose. L'essentiel des sucres 
importes par la baie avant la veraison est degrade par les enzymes de la glycolyse, puis 
transforme en acides organiques ou respire. 

A la veraison a lieu un brusque apport de sucres. Le taux de sucres des baies verees 
est multiplie par 6 a 7 pendant la premiere semaine suivant la veraison (Ollat, 1997). 
L'origine de cette accumulation soudaine reste peu expliquee, d'autant plus qu'elle peut se 
declencher de fagon tres heterogene au sein d'une meme grappe. Ce stockage n'est pas 
attribuable aux capacites photosynthetiques du fruit, qui disparaissent a partir de la 
veraison. En revanche, la baie acquiert une forte capacite de puits, capable d'induire 
I'augmentation de Tactivite photosynthetique des feuilles (Candolfi-Vasconcelos and 
Koblet, 1990; Candolfi-Vasconcelos et al., 1994). Les sucres sont vehicules depuis les 
organes sources (feuilles et ressources amylacees des tiges) par le phloeme jusqu'a la 
baie. Le saccharose est le sucre majoritaire dans la seve phloemienne. Son hydrolyse tres 
rapide dans la baie peut etre consideree comme un moteur de Taccumulation des 
hexoses, car elle permet le maintien d f un gradient de concentration du saccharose entre 
les vaisseaux du phloeme et la baie, favorisant la decharge du saccharose dans la baie. 
Des transporters d'hexoses et de saccharose ont ete clones recemment chez la vigne 
(Fillion, 1997), et leur expression est nettement augmentee a la veraison. Le brusque 
apport de sucres vers les baies apres la veraison represente un reallocation des assimilats 
anterieurement destines aux racines (Stoev and Ivantchev, 1977). 

Pendant la phase de maturation, la concentration des hexoses augmente de fagon 
lineaire, independemment du taux de croissance, ce qui se traduit par un enrichissement 



d'environ 10 g de glucides par jour et par grappe. Ainsi, la teneur en glucides passe de 
1 % a environ 20 % pendant cette phase. La concentration en fructose est sensiblement 
equivalente a celle du glucose en fin de maturation. 

14.5.- Le potassium dans les baies 

La nutrition minerale de la plante influe sur la qualite du vin. L'effet precis de chacun des 
ions nutritifs est difficile a apprecier, a I'exception de celui du potassium, qui intervient 
dans I'equilibre acido-basique du mout. La repartition de cet ion dans la baie et ses effets 
ont done ete plus particulierement etudies. 

Repartition du potassium dans les baies 

Le potassium est le cation majoritaire des baies, devant le calcium, le magnesium et le 
sodium. Sa repartition varie dans les differents tissus de la baie et au cours du 
developpement. Le potassium est toujours plus concentre (environ 4 fois plus) dans le 
pericarpe que dans la pulpe (Possner and Kliewer, 1985; Storey, 1987). Sa teneur 
augmente tout au long du developpement et de la maturation de la baie (Possner and 
Kliewer, 1985). La concentration de K + dans le pericarpe des baies matures est proche de 
300 mM (Storey, 1987). Des analyses plus detaillees, en microscopie aux rayons X, ont 
montre que la repartition de K + dans le pericarpe semble se faire selon un gradient 
diminuant des couches externes vers les couches internes. La transition d'avec les 
assises cellulaires de la pulpe est marquee par une nette discontinuity de la concentration 
de K + . L'accumulation de cet ion dans le pericarpe resulte probablement du fait que cette 
region est tres proche du systeme vasculaire peripherique, qui represente une large 
surface de decharge des solutes transportes par le phloeme. La concentration en 
potassium dans les mouts est comprise entre 40 et 50 mM. 

Origine du potassium des baies 

L'origine du potassium de la baie est encore mal connue. Les grappes peuvent contenir 
pres de 50 % du potassium de la plante a maturite. Certains auteurs (pour revue voir 
Champagnol, 1984) ont observe que les ions. K + presents dans les baies semblent 
provenir des feuilles et des tiges par remobilisation et redistribution. Si le systeme 
vasculaire emprunte par le potassium pour arriver jusqu'aux baies reste indetermine avant 
la veraison, le phloeme est en revanche le chemin quasi-exclusif du potassium apres la 
veraison, puisque le xyleme presente alors des discontinuites entre les baies et le reste de 
la plante. 

Interactions du potassium avec les composants de la baie 

Le potassium de la baie est implique dans de nombreuses fonctions, dont celles qui ont 
ete decrites auparavant au niveau de la plante entiere. II constitue Tosmoticum 
inorganique preponderant dans les cellules de la baie, en particulier celles du pericarpe 
(Storey, 1987). Aussi, ses interactions avec les acides organiques de la baie ont ete 
particulierement etudiees. II a ainsi ete mis en evidence une correlation entre les quantites 
de potassium et de malate apres la veraison et le debut de la phase de maturation (Hale, 
1977), mais pas entre le potassium et le tartrate, quel que soit le stade de maturation. Au 
stade vert, I'apport de K + intervient dans le grandissement cellulaire, du fait de son role 
d'osmoticum, et ce cation agit egalernent en tant que contre-ion des acides tartrique et 
malique qui s'accumulent alors essentiellement dans la pulpe et un peu dans le pericarpe 
(Possner and Kliewer, 1985; Coombe, 1987; Hand and Coombe, 1988). Puis, apres la 
veraison, la perrneabilite du tonoplaste a I'acide malique augmente (GutierrezrGrandja.aad 
Morrison, 1992), et la fraction d'acide maJique restee sous forme libre dans la vacuole 



passe dans le cytoplasme et y est respiree. Dans ces conditions, plus les quantites de K + 
sont importantes dans les baies (suite a une fertilisation potassique importante par 
exemple), plus la fraction de sels potassiques -de malate est importante par rapport a la 
fraction d'acide malique libre, ce qui a conduit certains auteurs (Le. (Hale, 1977) a penser 
que les quantites de malate augmentent quand la teneur en K + augmente. En realite, 
I'acide malique sous forme de sels reste dans la vacuole et n'est pas respire. La 
consequence de cette accumulation de malate de potassium est une augmentation du pH 
du rnout (Hale, 1977; Champagnol, 1984; Gutierrez-Granda and Morrison, 1992), mais 
sans changement de I'acidite titrable (puisque ce parametre est base sur i'echange de 
protons). 

Le tartrate est essentiellement sous forme de sels de K + (KHTartate) et Ca 2+ , qui sont 
tres peu solubles. Pour Storey (1987), les sels de Ca 2+ sont majoritaires, bien que le K + 
soit largement plus represents que Ca 2+ , car le premier ion reste sous forme soluble dans 
la vacuole tandis que le second s'accurnule sous forme de precipites. 

1. 5.- Les canaux de type Shaker 

Avec le developpement des techniques de biologie moleculaire, des etudes en systerne 
heterologue, et le sequengage des genomes, de nombreux transporters responsables 
des conductances observees jusqu'alors avec les techniques d'electrophysiologie ont pu 
etre identifies au niveau moleculaire et caracterises individuellement. En ce qui concerne 
les canaux potassiques, cinq families (ou groupes de families) de genes codant des sous- 
unites fonctionnelles (dites sous unites a, en opposition aux sous unites regulatrices dites 
P) ont ete identifies chez les eucaryotes (Fig. 1.12). 

Les canaux Kir possedent 2 Segments TransMembranaires et 1 domaine Pore (2 
STM/1 P), ce qui represente le schema structural le plus simple, lis permettent I'entree de 
potassium (pour revue, Reimann and Ashcroft, 1999). Un deuxieme schema structural a 
base de six segments transmembranaires et d'un domaine pore (6STM/1P) concerne de 
nombreux genes codant des canaux ayant des caracteristiques de selectivity et des 
modes de regulation de leur ouverture tres differentes : ces canaux du deuxieme groupe 
se repartissent dans quatre families, les cNGCs (cyclic Nucleotide Nating Nhannels), les 
Eag (Ether-a-gogo), les HCN (Hyperpolarization and Cyclic nucleotide-gated channel) et 
les canaux Shaker. Le troisieme groupe structural rassemble des canaux formes de 2 
motifs de type Kir en tandem : la famille des canaux TWIK a 4 STM/2 P, qui ont une faible 
rectification (Lesage and Lazdunski, 2000). Le quatrieme groupe correspond a des canaux 
structures comme un Kir et un Shaker en tandem : les canaux de la famille TOK, dont les 
sous unites sont constitutes de 8 STM/2 P (Ketchum et al., 1995). Enfin, un cinquieme 
genre structural a ete identifie : la famille des canaux Slo (ou BK ou MaxiK), dont les sous 
unites a comportent 7 segments transmembranaires et un domaine pore (7 STM/1 P). La 
sous-unite Slo se presente comme une sous-unite Shaker qui possederait un segment 
transmembranaire supplemental en N-ter du premier segment, faisant que I'extremine N- 
terminale du polypeptide est extracellulaire : Les canaux de cette derniere famille sont 
regules par le potentiel de membrane et par le calcium (Toro et al., 1998; Vergara et al., 
1998). 
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Figure 1.12 Structure secondaire des 5 differents canaux potassiques clones 



Le canal Shaker de la Drosophile (Drosophila melanogaster) est le premier canal 
potassique a avoir ete clone. II a ete identifie parce que des drosophiles portant une 
mutation dans ce gene, tremblaient (to shake en anglais) des pattes quand elles etaient 
anesthesiees a Tether. Des experiences de voltage clamp sur des muscles de larves de 
ces mouches ont montre que la mutation affectait un courant transitoire potassique. Une 
fois le gene codant le canal Shaker clone par rharche chromosomique (Papazian et al. s 
1987), les autres canaux de la famille ont ete identifies et isoles grace a differentes 
techniques de biologie moleculaire. Aujourd'hui, des canaux Shaker ont ete trouves chez 
de nombreuses especes appartenant a tous les regnes du vivant, bacteries, vegetaux, 
animaux, signifiant surement que toutes les especes possedent des canaux de type 
Shaker. 

Cependant, en fonction des especes, les sous unites cc composant les canaux n'ont 
pas la meme structure, ces differences etant essentiellement localisees dans les parties N 
et C-terminales. 

Structure generate des canaux shaker vegetaux 

Le sequengage du genome d'Arabidopsis thaliana a revele la presence de 9 genes codant 
des sous-unites a de canaux Shaker. L'alignement des sequences de ces genes, les 
classe en 5 sous-families, la sous-famille de AKT1 (AKT1 , SPIK et AKT6), celle de KAT1 
(KAT1 et KAT2), celle de SKOR (SKOR et GORK), et deux sous-families monogeniques 
(chez Arabidopsis thaliana) celle AKT2 et celle de AtKC1. Des membres de ces sous- 
families ont ete clones chez d'autres especes. Les canaux Shaker fonctionnels sont 
composes de quatre sous-unites (identiques: homotetrameres, ou differentes: 
heterotetrameres). Les six segments transmembranaires de chaque sous unite sont notes 
de SI a S6, la region P, contribuant a former le pore du canal, est situee entre les 



segments S5 et S6 (Fig. 1.13 A). Les extremites amino- et carboxy-terminale sont toutes 
les deux cytoplasmiques (Uozumi et al., 1998). Chez les Shaker de plantes, la region 
cytopiasmique N-terminale est assez coutte, par contre la region C-terminale 
cytoplasmique a une masse avoisinant la moitie de celle de la sous-unite. Elle comprend, 
parmi differents domaines'remarquables, une region de pres de 80 a. a. formant un site 
potentiel de fixation des nucleotides cycliques. En aval de ce site, les canaux Shaker 
vegetaux (sauf ceux de la sous-famille KAT1) possedent un domaine dit "ankyrine" car il 
est compose de la repetition d'un motif de 33 a. a. identifie dans la proteine ankyrine 
presente dans les erythrocytes. Enfin, les 50 derniers acides amines en C-ter forment un 
domaine conserve chez les canaux vegetaux appele K H a (riche en residus hydrophobes et 
acides; Ehrhardt et al., 1997). Le domaine de fixation des nucleotides cycliques, et le 
domaine K H a semblent impliques dans I'heterotetramerisation des canaux (Daram et al., 
1997), le domaine K H a est aussi suppose permettre un regroupement entre les canaux au 
sein de "clusters" (Fig. 1.13 B). 

Le domaine pore 

En 1990 MacKinnon et Yellen ont suggere que la partie transmembranaire presente entre 
les segments S5 et S6 soit impliquee dans la formation du pore (MacKinnon and Yellen, 
1990). Cette implication a ete confirmee I'annee suivante et ce domaine a done ete 
nomme "P" (Hartmann et al., 1991; Yellen et al., 1991; Yool and Schwarz, 1991). Les 
domaines P des quatre sous-unites forment la partie externe du pore. La partie interne du 
pore est delirnitee par une partie des boucles intracellulaires S4-S5, ainsi par la region C- 
terminale des quatre S6 (Isacoff et al., 1991; Lopez et al., 1991; Lopez etal., 1994). 

D'apres des etudes cristallographiques realisees initialement sur le canal bacterien 
KCSa, le pore des canaux selectifs de K + possede une region intracellular relativement 
large et une region extracellulaire etroite, constituant le filtre de selectivity. La penetration 
de K + dans la region etroite requiert qu'il ait perdu sa coque d'hydratation. Son 
cheminement dans cette region etroite, ou le potassium occupe successivement 3 sites, 
s'explique par le fait que K + est parfaitement 
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Figure 1.13- Structure des canaux Shaker vegetaux. 

(A) Structure secondaire cTune sous unite de canaux Shaker. Une sous unite de canal Shaker 
est constitue de 6 segments transmembranaires notes de S1 a S6. Quatre sous unite sont 
indispensables a la formation d'un canal (B), represents ici dans la membrane. (C) 
Representation du pore du canal vu selon la coupe AA' (indiquee en B), seul les segments 
S5 et S6 sont montres 
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coordonne par des groupements carbonyle (appartenant a des residus des domaines P) 
qui "rniment" une coque d'hydratation (Roux and MacKinnon, 1999). La selectivity des ions 
se fait en dehors et dans cette partie du pore : le sodium, petit, ne peut etre completement 
deshydrate et ne peut pas penetrer dans la region etroite du pore, le cesium (un inhibiteur 
specifique des canaux selectifs du potassium) y penetre pour s'y bloquer (Doyle et al., 
1998; Roux and MacKinnon, 1999; Fig. 1.13 C). 

Le senseur de voltage 

Les canaux Shaker sont des canaux "voltages dependants", c'est a dire que I'ouverture du 
pore est favorisee par la conformation adoptee pour certaines valeurs du potentiel de 
membrane. Le mecanisme moleculaire responsable de ce controle de I'activite du canal 
par le voltage a tres tot ete attribue aux acides amines charges positivement presents 
dans le S4 (Armstrong and Bezanilla, 1973). L'intervention d'autres domaines du canal (tel 
que des residus charges negativement dans les segments S2 et S3, qui interagissent avec 
S4) a ete demontree plus recemment (Papazian et al., 1995; Papazian and Bezanilla, 
1997). Sous Peffet d'une variation du champ electrique dans la membrane, le segment S4 
de chacune des quatre sous-unites se deplace (vers I'interieur de la cellule en cas 
d'hyperpolarisation et dans la direction opposee en cas de depolarisation cellulaire). 
Differents modeles, tres debattus ces dernieres annees, ont ete proposes pour ces 
mouvements (translation simple ou accompagnee d'une rotation sur son axe, pivotement) 
mais il est admis que le mouvement des segments S4 provoque le changement 
conformationnel qui preside a I'ouverture du pore. 

I.5.1.- Role des canaux Shaker chez Arabidopsis thaliana 

En 1992, le criblage de banques d'ADNc d'Arabidopsis par complementation fonctionnelle 
d'une souche de levure deficiente dans I'absorption de potassium a permis d'isoler deux 
genes codant des sous unites a de canaux shaker, AKT1 (Sentenac et al., 1992) et KAT1 
(Anderson et al., 1992). Des criblages de banques d'ADNc avec des sondes 
correspondant a des fragments des ADNc des genes AKT1 et KAT1, ont permis I'isolation 
des ADNc AKT2 (Cao et al., 1995), AKT3 (Ketchum and Slayman, 1996), KAT2 (Butt et 
al., 1997), et AtKC1 (Reintanz et al., 2002). II faut noter que AKT3 s'est avere n'etre 
qu'une forme incomplete en 5' de AKT2. Des recherches dans les banques d'EST ont 
permis d'isoler puis de doner un sixieme gene, SKOR (Gaymard et al., 1998). Et enfin, le 
sequengage du genome ti'Arabidopsis a revele la presence des trois derniers des neuf 
genes Shaker d'Arabidopsis, GORK (Ache et al., 2000), SPIK (Mouline et al., 2002) et 
AKT6 (Lacombe et al., 2000). 

L'etude de Tactivite de ces canaux a Taide de techniques electrophysiologiques, 
indique des differences de proprietes fonctionnelles qui recoupent les groupes etablis sur 
la base de la sequence polypeptidique (Cf. § 121, Fig. 1.14). AKT1, SPIK, et AKT6 forment 
des canaux entrants. KAT1 et KAT2 forment egalement des canaux entrants (depourvus 
de domaines ankyrines), SKOR et GORK, a I'autre extremite de I'arbre, des canaux 
sortants. Situe en position intermedaire, AKT2 forme des canaux a faible rectification (a la 
fois entrants et sortants) et AtKC1 est une sous-unite "silencieuse". Des membres de 
chacune de ces families ont ete retrouves chez d'autres especes vegetales comme la 
vigne, la pomme de terre, la carotte, le peuplier, le mais, etc (Pilot et al., 2003). 
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Figure 1.14. Relations phylogenetiques entre les d iff e rents canaux Shaker chez 
Arabidopsis thaliana. 

L'arbre est realise a partir des sequences entieres des proteines, a Taide du logiciel Darwin 
(Gonnet et al., 1992). La longueur des branches est proportionnelle a la distance evolutive 
separant chaque noeud. 



Role des differents canaux de type Shaker (Fig. 1.15) 
Role trophique: 

Les canaux Shaker represented une fraction majeure de la conductance membranaire 
des cellules ou its sont exp/imes. Contrairement aux canaux Shaker animaux, les canaux 
Shaker des plantes ne montrent pas deactivation, lis sont capables de catalyser des flux 
soutenus et peuvent avoir un role dans la circulation/distribution de K + dans la plante (Cf. 
Fig. 1.15). Par exemple, AKT1 a ete identifie par Hirsch et ses collaborateurs comme un 
gene codant le canal potassique entrant decrit dans les tissus peripheriques de la racine 
(Cf. §.l.2.2), c'est a dire qu f il est le transporter a basse affinite permettant I'entree de K + 
dans la racine (Hirsch et al., 1998). Des travaux plus recents ont precise que cette fonction 
racinaire implique egalement le polypeptide AtKC1, probablernent au sein de canaux 
heterorneriques AKT1/AtKC1 (Reintanz et al., 2002). SKOR, est exprime dans la stele 
racinaire et est probablernent implique dans la charge du xyleme en potassium (Cf § I.2.3; 
Gaymard et al., 1998). Enfin, AKT2, exprime dans le phloeme de tous les organes et 
forrnant des canaux permettant I'influx et/ou I'efflux de K + , pourrait etre implique dans la 
charge (au niveau des organes sources) et la decharge (au niveau des organes puits) de 
la seve du phloeme (Lacombe et al., 2000; Deeken et al., 2002). 

Role dans le controle de rosmolarite des cellules: 

De nombreux mecanismes biologiques sont bases sur des variations de I'osmolarite 
cellulaire, mouvernents stomatiques, nasties, croissance des poils absorbants, 
developpement du tube pollinique, etc. Le potassium et les canaux shaker interviennent 
dans la majorite de ces mecanismes. Les canaux KAT1 et KAT2 sont impliques dans 
Tinflux de potassium menant a Touverture stomatique (Nakamura et al., 1997; Kwak et al., 
2001; Pilot et al., 2001; Szyroki et al., 2001). Et le canal SPIK, qui est exprime dans le 
grain de pollen, permet Tentree de potassium dans le tube pollinique, entratnant son 
allongernent (Mouline et al., 2002). 
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racines 



Figure 1.15. Schema de la localisation de I'expression des d if fe rents canaux 
Shaker chez Arabidopsis thaliana (very et Sentenac, 2003). 

Ces fleches en face des noms de canaux indiquent la direction du flux catalyse par 
les canaux (lorsque cette direction est connue) 
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I.6.- Contenu du memoire 

Apres la presentation du materiel vegetal, et des techniques acquises ou mises au point, 
je presenterai mes travaux sous la forme de quatre chapitres correspondant chacun a un 
article ou un manuscrit prepare pour publication (en anglais), precede d'une courte 
introduction (en frangais). Le premier article, qui concerne I'implication du canal GORK 
dans la fermeture stomatique, a ete publie dans PNAS. Le deuxieme manuscrit decrit la 
mise au point d'un nouveau systeme depression heterologue qui devrait permettre 
d'etudier I'activite de canaux vegetaux ne s'exprimant pas dans les systemes animaux 
usuels (soumis comme un "technical advance"). Le troisieme manuscrit decrit les travaux 
de caracterisation de AtKC1 dans I'equipe; une partie de ce travail a consiste a etudier 
I'heterotetramerisation de la sous-unite AtKC1 avec les sous unite KAT1 et AKT1 dans le 
systeme depression decrit dans le chapitre precedent. Le quatrieme chapitre decrit une 
operation de recherche concernant le role d f un canal Shaker clone chez Vitis vinifera dans 
le developpement de la baie de raisin. 

Quelques perspectives ouvertes par mon travail sont presentees apres ce quatrieme 
manuscrit. La liste de references bibliographiques en fin de memoire regroupe les citations 
de I'ensemble du memoire a I'exception des 4 articles. 



MATERIEL ET METHODES 
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ILL- Materiel vegetal, conditions et milieux de culture 

Les etudes presentees dans ce memoire ont ete realisees sur deux especes vegetales, 
Arabidopsis thaliana et Vitis vinifera. 

Arabidopsis thaliana est I'espece modele en genetique rnoleculaire vegetale. Les 
differents genotypes utilises dans cette etude (mutants d'insertion et transformants) sont 
tous issus de Pecotype Wassilevskaja (WS). Les graines des mutants d'insertion gork-1, 
atkc-1 ont ete obtenues a partir d'un criblage par PCR des 40 000 lignees de mutants 
d'insertion de la banque de NNRA de Versailles. 

Vitis vinifera est une plante d'interet agronomique et economique majeur. Les plants de 
vigne mutants ont ete obtenus par Rejane Pratelli (notre equipe) et Laurent Torregrossa 
(Laboratoire d'arboriculture et d'horticulture, UMR 1098, Montpellier) par regeneration de 
cals de vigne de cepage Portant transformes par Agrobacterium tumefaciens portant la 
construction d'interet. 

11.1.1.- Culture d' Arabidopsis sur terreau 

Les plantes utilisees pour les experiences de biologie rnoleculaire, d'electrophysiologie et 
les mesures de perte d'eau sur rosettes excisees sont cultivees sur terreau (Humin 
substrat N2 Neuhaus, Klasmann-deilmann, Allemagne) en alveoles individuelles de 
75 cm 3 dans une chambre de culture "jours courts" (photophase 8h de jour, densite 
photonique de 250 pmol.m~ 2 .s" 1 , humidite relative de 70 % et temperature de 20°C). 

ILL 2.- Culture d' Arabidopsis en milieu hydroponique 

Les plantes servant aux mesures de transpiration sont cultivees en hydroponie. Pour cela, 
des tubes Eppendorfs coupes et grillages a leur extremite basale sont remplis de sable 
puis places sur un disque plastique perce de 6 trous dont les diametres correspondent a 
ceux des Eppendorfs. Les disques sont ensuite poses sur un plateau de polystyrene 
fldttant dans une bassine contenant huit litres de solution nutritive dont la composition est 
la suivante: KN0 3 1.25 mM, Ca(N0 3 ) 2 1.5 mM, MgS0 4 , 742 pM, KH2P0 4 185 pM, H3BO3 
50|jM, ZnS0 4 0.1 pM, Mo0 4 Na 2 0.25 pM, CuS0 4 0.7 pM, MnS0 4 12 pM. Chaque 
dispositif Eppendorf est ensuite ensemence d'une graine. Les plantes poussent en 
chambre de culture (photophase 12 h de jour, densite photonique de 300 pmol.m~ 2 .s" 1 , 
humidite relative 50 % et temperature de 20°C). La solution nutritive est renouvelee toutes 
les semaines (Lejay et al., 1999). 

11.1.3.' Culture d Arabidopsis en pots individuels 

Les plantes servant pour les experiences de transpiration de plantes entieres sur terreau 
sont cultivees individuellement dans des pots plastiques de 150 mL remplis de 80 g de 
terreau (Humin substrat N2 Neuhaus, Klasmann-deilmann, Allemagne) dans une chambre 
de culture "jours courts" (photophase 8 heures, densite photonique de 250 pmol.m" 2 .s* 1 , 
humidite 70 %, temperature constante de 20°C). Chaque pot est ferme par un couvercle 
qui empeche toute perte directe d'eau du terreau par evaporation. Ce couvercle est perce 
a I'aide d'un emporte piece de 1 cm de diametre permettant le passage du collet de la 
plante sans toutefois permettre une perte d'eau trop importante par la deshydratation du 
terreau. Lors de la premiere experience, les plantules presentaient un phenotype etiole du 
a Texces de lumiere rouge provoque par la reverberation de I'eclairage sur le couvercle 
rouge du pot, les couvercles ont done ete recouverts de scotch blanc pour les experiences 
suivantes. La teneur initiale en eau du terreau est determinee sur un aliquote de terre que 



Ton deshydrate a I'etuve. Chaque pot est ensemence par une graine et Irrigation est 
effectuee a I'aide d'une seringue introduite dans la terre entre le collet de la plante et le 
bord du trou. La quantite d'eau presente a un temps donne dans chaque pot est estimee 
par pesee. 

HA A.- Culture d'Arabidopsis sur vermiculite 

Les plantes utilisees pour les experiences au CEA de Cadarache sont d'abord mises a 
gerrner en boTtes de Petri sur milieu MS/2. Quatre jours apres la germination, les plantules 
de tailles identiques sont transferees dans des pots de culture contenant de la vermiculite. 
Elles sont alors cultivees en conditions coritrolees dans un phytotron (photophase de 8 
heures, densite photonique de 300 pmol.m 2 .s~ 1 , 70% d'humidite relative, temperature 
constante de 21 °C). Les plantes sont arrosees par percolation trois fois par jour avec une 
solution nutritive de type Hoagland contenant MgS0 4 1mM, (NH 4 ) 2 S0 4 0,3 mM, NaCI 
0,17 mM, Ca(N0 3 ) 2 1 mM, KN0 3 2 mM, K 2 HP0 4 1,1 mM, KH 2 P0 4 1,1 mM (NH 4 ) 6 Mo 7 0 24 
7,5 pM, MnS0 4 0,37 mM, ZnS0 4 0,31 mM, H3BO3 0,93 mM, CuS0 4 9 pM, mascolate de 
fer (10%, m/v) (Lasceve et al., 1997). 

11.1.5. - Culture du tabac 

Les tabacs utilisees pour les experiences d'electrophysiologie (Cf. § II. 3.2, II.3.3 et II. 3.4) 
sont cultives in vitro, Des entre-noeuds de tabac sont repiques dans des pots steriles en 
verre d'un volume de 400 mL contenant 75 mL de milieu MS (Murashige and Skoog, 1962; 
Sigma M5524) dilue deux fois, saccharose 1 %, Agar 0.8 %, MES-KOH 5 mM pH 5.5). Les 
feuilles utilisees pour les experiences sont prelevees sur des plants ages de 3 a 4 
semaines ayant pousse en phytotron (photophase de 16 h, temperature de 20°C). 

11.1.6. ' Culture de la vigne 

Les vignes transformees par le plasmide vide (vignes controles), celles surexprimant le 
peptide SOR sont regenerees a partir des cals transformes. Apres un passage sur gelose, 
ces vignes sont mises en terre dans des pots de 15 litres. La terre est mensuellement 
enrichie par ajout de 200 g d'engrais osmocote (Scotts France Sari, France) afin de pallier 
des carences possible en potassium, produits azotes ou phosphates. Les baies sont 
recoltees sur des plants de deux et trois ans cultives respectivement en serre plastique et 
en serre S2 (temperature maintenue au minimum a 20°C, photophase de 16 heures). 

II. 2. -Analyse physiologique 

11.2.1. - Etude des pertes d'eau sur rosettes excisees (Arabidopsis) 

Des plantes agees de quatre a six semaines cultivees en chambre de culture jours courts 
(§ 11.1.1) sont placees dans une atmosphere saturee en vapeur d'eau quelques heures 
avant le debut de la periode d'obscurite. Au moment de I'extinction des lampes, les 
rosettes sont excisees. La variation de leur masse est suivie par pesees successives 
toutes les 5 minutes pendant deux heures, permettant ainsi d'observer les cinetiques de 
deshydratation de chaque rosette. 

-i 

//.2.2.- Mesure de I'ouverture stomatique (Arabidopsis) 

Ces experiences ont ete realisees dans le Laboratoire des Echanges Membranaires et 
Signalisation du CEA de Cadarache, en collaboration avec Alarn Vavasseur. Les mesures 



sont faites sur des epidermes isoies de plantes agees de 4 a 6 semaines cultivees sur 
vermiculite (§ 11.1.4). 

Des feuilles matures sont prelevees avant le* debut de la periode lumineuse, et sont 
collees par leur face abaxiale sur une lameile de verre avec de la colle vitale siliconee 
(Dow Corning 355, Verme'd, France). En grattant la feuille collee avec une lameile, les 
couches de cellules mesophylliennes sont arrachees alors que I'epiderme inferieur reste 
fixe. Les lamelles portant les fragments d'epiderme sont rincees abondamment a I'eau 
puis sont deposees dans une boTte de Petri de 5 cm de diametre contenant 5 mL de 
solution tampon: KCI 10 mM, KOH 30 mM, MES-acide iminodiacetique 10 mM pH 6,1 
(Lasceve etal., 1997). 

Les epidermes sont soumis a differents traitements destines a faire varier I'ouverture 
stomatique. Apres trois heures de lumiere, la fermeture stomatique est provoquee soit par 
ajout d'ABA (acide abscissique) aux concentrations finales 20 pmol.L" 1 , soit par passage a 
I'obscurite. Apres trois heures d'obscurite, I'ouverture est induite par transfert a la lumiere. 
Les mesures visant a obtenir les ouvertures a I'etat stationnaire sont realisees apres trois 
heures de traitement. Pour les cinetiques (d'ouverture ou de fermeture), les mesures sont 
effectuees toutes les 30 minutes pendant trois heures. 

La largeur du pore stomatique est mesuree sous un grossissement x40 a I'aide d'un 
microscope optique couple a une camera CCD et a une table a digitaliser reliee a un 
ordinateur. 

112.3.' Mesures des echanges gazeux et hydriques (Arabidopsis) 

Ces experiences sont realisees au CEA de Cadarache dans le laboratoire d'Alain 
Vavasseur. Le but est de mesurer en continu la conductance foliaire et les echanges de 
C0 2 d'une plante dans des conditions controlees. La chambre experimental (Lasceve et 
al., 1999) se compose d'un "compartiment feuille" et d'un "compartiment racine" separes 
de fagon etanche (figure 11.1). Les deux compartiments ne communiquent entre eux que 
par le collet et la tige de la plante. Le "compartiment feuille" est place dans un circuit 
gazeux ouvert ou sont mesurees des variations rapides et de faibles amplitudes des 
teneurs en eau et en C0 2 de Pair. Les donnees sont numerisees et enregistrees grace a 
un ordinateur equipe d'une carte d'acquisition (Labview, National Instruments, TX, USA). 
Le "compartiment racine" est rempli de 100 mL de solution nutritive. Cette solution 
circulante est continuellement oxygenee et thermostatee. Lors du traitement ABA, I'acide 
abscissique est ajoute dans la solution nutritive, et celle-ci est renouvelee tous les jours 
afin de maintenir les concentrations constantes. En condition standard, la temperature du 
compartiment aerien est de 21 °C la nuit et de 22°C le jour. Le "compartiment racine" est 
maintenu a 20°C. L'humidite relative est de 70% pour permettre la croissance des plantes 
sans creer de stress. 

La transpiration est rapportee a la consommation de CO2 car celle-ci est proportionnelle a 
la surface foliaire. 

Afin d'obtenir les parametres de derni ouverture lors des cinetiques d'ouverture et de 
fermeture stomatique, les valeurs mesurees sont ajustees par des fonctions 
mono-exponentielles croissantes pour I'ouverture f=x 0 +a*(1 -e"^) et decroissantes pour la 
fermeture f=(x 0 -aj+ae^ ou x 0 represente la valeur de la transpiration en phase 
stationnaire avant induction de I'ouverture ou de la fermeture, a est Tamplitude du 
mouvement stomatique, et t le temps pour que I'ouverture ait atteint 63% de son 
amplitude maximale. 




Figure 11.1: Representation schematique de la chambre de rnesure des echanges 
gazeux 



11.2.4.- Mesures des cinetiques d'ouverture et de fermeture stomatique 
(Arabidopsis) 

Ces experiences ont ete realisees dans le Laboratoire des Etudes Physiologiques sous 
Stress Environnementaux (LEPSE, UMR 759) de TINRA de Montpellier, en collaboration 
avec Thierry Sirnonneau. Les plantes sont cultivees sur milieu hydroponique en chambre 
de culture jours courts (§ 11.1.2). Apres une periode de six a huit semaines, les tubes 
Eppendorf contenant les plantes sont preleves etsont inseres dans un trou perce dans le 
couvercle d'un pot de 150 cm 3 rempli au % de solution nutritive. Le systeme est rendu 
etanche en entourant I'Eppendorf par de la gomrne arabique. Les pots sont recouverts de 
papier aluminium pour proteger les racines de la lumiere. Les plantes sont ensuite 
placees dans une chambre de culture ou le VPD (demande evaporative), I'intensite 
lumineuse et la ventilation de I'atmosphere sont controles. Apres quarante minutes 
d'acclimatation aux nouvelles conditions environnementales, leur perte de masse par 
evapotranspiration est suivie par pesees successives. 

//.2.5.- Mesure de la transpiration nocturne et diurne (Arabidopsis) 

Les plantes cultivees sur terreau en pots individuels (§ 11.1.3) sont pesees a 9h00 lors de 
I'allumage des lampes et a 17h00 lors de leurs extinction. L'evaporation du terreau etant 
negligeable, les pertes de masse sont liees a la transpiration par les feuilles. Chaque soir, 
de Teau est ajoutee aux pots afin que le terreau ait la meme teneur en eau pour toutes les 
plantes. 

Lors des analyses, la transpiration est rapportee a la surface foliaire recouvrante, pour 
cela des photos sont prises tous les deux jours et la surface des feuilles est estimee par 
comptage de pixels grace au logiciel Optimas 6.1 . 
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//.2.6.- Suivi de la veraison (Vitis) 

Le developpement de la baie peut etre schematise par deux phases de croissance de type 
sigmoidal; le premier plateau marque la fin de la croissance herbacee, et le deuxieme 
plateau indique la maturite de la baie (figure 11.2 et § 1.4.2). La veraison represente la 
transition entre le premier plateau et la seconde phase de croissance. C'est un point 
obligatoire du developpement de chaque baie, et chaque baie subit les merries 
changements a ce stade, c'est pour cela que pour niveler I'heterogeneite entre les 
grappes et les vignes, nous centrons nos experiences sur la veraison. 
Pour suivre la veraison, qui se traduit par un ramollissement rapide et par une 
pigmentation violacees de la baie (24h environ), nous estimons tous les deux jours, par 
comptage et pour chaque grappe, la proportion de baies ayant subit ces transformations. 




Figure 11.2: Developpement de la baie de raisin. 

Schema representant Taugmentation de taille des baies de raisin. La croissance des baies 
se fait en deux phases sigmo'fdales. La premiere phase correspond a la croissance 
herbacee (ou vegetative). La veraison se produit au terme de celle-ci, declenchant la 
deuxieme phase de developpement de la baie, la maturation. 

11.2.7.- Suivi de la croissance des baies de raisins (Vitis) 

Le volume des baies de raisin est estirne tous les cinq jours de maniere non destructive a 
partir du I0 l6me jour apres la fecondation jusqu'a la recolte (environ 90 jours apres la 
fecondation). Pour cela, la grappe est introduite dans un pot en verre marque d'un trait de 
jauge, puis le recipient est rempli d'eau jusqu'au trait de jauge, la difference de volume 
entre le pot pleip avec et sans la grappe permet d'estimer le volume de cette derniere. Afin 
d'augrnenter la precision de ces mesures, il est important de prendre des pots de 
dimension adaptee a la taille de la grappe. Pour ces experiences, trois pots d'un volume 
de 200, 300 et 750ml ont ete utilises. 



H.2.8.- Titration acide et dosage en potassium du mout de raisin (Vitis) 

Les baies a partir desquelles le mout est extrait, sont recoltees cinq jours apres avoir 
atteint leur deuxieme plateau de croissance (voir figures 1.1 1 et II. 2). Les baies de chaque 
grappe sont coupees au niveau du bourrelet du pedicelle. Puis les baies, heterogenes au 
sein d'une meme grappe, sont triees en fonction de leur densite. Pour cela elles sont 
immergees dans des bains contenant de 100 a 170 g de chlorure de sodium par litre 
d'eau, avec une difference de 10 g par litre entre deux bains. Les baies surnageant dans 
chacun de ces bains successifs sont regroupees et forment une "classe de densite". 
Chaque classe de densite, refletant une teneur en sucre differente, est ensuite denombree 
et pesee. Les classes majoritaires issues des grappes d'un meme plant sont regroupees 
et broyees. 

Le broyage se fait en trois etapes. La premiere etape permet d'extraire la plus grande 
partie du mout, pour cela les baies sont placees sur une grille en aluminium a maille large 
(environ 0.5 mm) collee au fond d'un becher en plastique de 1 litre puis elles sont 
pressees energiquement contre cette grille a Taide d'un presse puree. Cinq cents 
microlitres de mout sont recuperes afin d'en estimer la teneur en alcool potentielle (TAP) a 
I'aide d'un refractometre portable. Pour permettre une meilleure extraction des acides 
organiques et du potassium, de I'eau osmosee a raison de 5 fois la masse des baies 
broyees est ajoutee dans le becher et un nouveau broyage avec le presse puree est 
effectue. La derniere etape consiste a filtrer le mout sur de la toile a bluter. Le marc retenu 
par la toile est presse manuellement afin de recuperer les dernieres gouttes de mout. 
L'extraction du mout par pressage a la toile a blutter permet d'extraire le jus contenu dans 
les cellules proches de la peau pouvant contenir jusqu'a 40 % du potassium total de la 
baie (Possner and Kliewer, 1985; Storey, 1987) et inaccessible par les autres modes de 
broyage. 

Les mouts issus des trois broyages sont regroupes et homogeneises par agitation. Afin de 
realiser la titration acide poermettant d'estimer I'acidite et le pouvoir tampon du mout, 15 
mL du filtrat sont preleves. Apres avoir note le pH initial du jus de raisin, du KOH 0.1 M est 
ajoute jusqu'a I'obtention d'un pH de 8.3. La quantite de base ajoutee reflete le pouvoir 
tampon du mout, lie aux teneurs des differents acides organiques de la baie. 
Le reste du mout est stocke a -40°C pour le dosage du potassium et des acides 
organiques majoritaires (acide malique et acide tartrique). 

11.2.9.' Dosage du potassium et des acides organiques (Vitis) 

Le mout de raisin qui contient entre 20 et 50 mM de potassium est dilue 200 fois afin d'etre 
dose par spectrophotometrie de flamme (SpectrAA 220 FS, Varian). Une premiere dilution 
de 10 fois est realisee par ajout d'une solution acide (HCI 0,1 N) pour permettre 
l'extraction du potassium complexe avec les acides tartriques et maliques. Puis une 
deuxieme dilution au vingtieme est obtenue par ajout d'eau distillee. 

Le dosage des acides organiques a ete realise par Benedicte Pages (equipe oenologie, 
Domaine de Pech-Rouge, Narbonne) par HPLC (dionex DX100 monte sur colonnes 
anioniques Carbo-Pack PA1 , eluant Carbonate/Soude). 



11.3.- Electrophysiologic 

11.3.1.' Obtention des protop/astes de cellules de garde (Arabidopsis) 

Les protoplastes sont prepares a partir de feuilles de rosettes de plantes agees de 20 a 25 
jours -ayant pousse en chambre de culture jours courts (§ 11.1.1). Seules les feuilles des 
plantes saines sont utilisees, une plante ayant subit un stress physique (broutage par des 



insectes, feuille cassee) modifie la composition de sa paroi et les protoplastes deviennent 
tres difficiles a patcher. 

Protocole 1 : 

La nervure centrale des feuilles prelevees est decoupee au scalpel. Les lirnbes sont 
broyes pendant 30s dans un waring blender contenant 50 rnL d'eau osrnosee. Le broyat 
est passe sur un filtre nylon (maille de 200 pm). Le broyage ayant fait eclater les cellules 
mesophylliennes, le passage sur filtre permet de retenir des lambeaux d'epidermes 
(cellules epidermiques et cellules de garde). Les cellules epidermiques sont liberees par 
une premiere digestion menagee de 30 minutes dans un bain a 28°C dans 1 mL de 
solution contenant (CaCI 2 1mM, K-glutamate 1 mM, acide ascorbique 2 rnM, MgCI 2 2mM, 
Cellulysine 0.7% m.v 1 , Polyvinylpyrrolidone 40 0.1% m.v' 1 , BSA 0.25% m.v"\ MES-KOH 5 
mM (pH 5.5), I'osmolarite etant ajustee a 300 mOsmol par du mannitol). Les epidermes 
sont de nouveau filtres et abondamrnent rinces par une solution de mannitol 450 rnM. Puis 
les epidermes sont remis a digerer40 minutes a 20°C dans une solution contenant (CaCI 2 
1 mM, K-glutamate 1 mM, acide ascorbique 2 mM, MgCI 2 2mM, BSA 0.25% m.v' 1 , 
cellulase onosuka RS 1% m.v" 1 , pectolyase Y23 0.1% m.v" 1 , MES-KOH 5 rnM (pH 5.5), 
I'osmolarite etant ajustee a 450 mOsmol par du mannitol). Les protoplastes de cellules de 
garde sont isoles par passage sur un filtre nylon a maille de 50 pm. Apres 15 min 
permettant la sedimentation des protoplastes, le surnageant est rem place par de la 
solution de bain fraiche (CaCI 2 20 mM, K-glutamate 100 mM, MgCI 2 2 mM, MES-KOH 10 
mM (pH 5,5), Tosmolarite etant ajustee a 500 mOsmol avec du mannitol), de fagon a 
eliminer totalement les enzymes de digestion. Les protoplastes sont ensuite conserves sur 
la glace et utilises pour les enregistrements electrophysiologiques dans les 10 heures qui 
suivent. Ce protocole est une legere adaptation des protocoles utilises classiquement 
dans les autres laboratoires (laboratoire d'Alain Vavasseur, CEA de cadarache; laboratoire 
d'Enrico Martinoia, Zurich), il est assez long mais permet d'obtenir une grande quantite de 
protoplastes de cellules de garde ainsi qu'une tres faible contamination par d'autres types 
cellulaires (rnesophylle et epiderme). Cependant, ces parametres ne sont pas essentiels 
pour une experience de patch sur cellule de garde, c'est pour cela qu'un nouveau 
protocole, beaucoup plus rapide et plus simple a ete mis en place. 

Protocole 2 : 

Des fragments d'epiderme foliaire sont detaches a la pincette, puis repartis dans 2 tubes 
Eppendorf contenant chacun 1 ml d'une solution permettant la digestion de la paroi 
cellulaire. Cette solution contient CaCI 2 1 mM, acide ascorbique 2 mM, 1% 
(masse/volume) de cellulase (Onosuka, type RS, Japon), 0.1% (masse/volume) de 
pectolyase (Seishin Pharmaceutical, type Y23, Japon), MES-KOH 1 mM (pH 5,5). 
L'osmolarite de cette solution est ajustee a 460 mOsmol avec du mannitol. La digestion 
est effectuee dans un bain-Marie agite a 27°C pendant 40 min. Puis les protoplastes 
(cellules epidermiques, cellules du rnesophylle et cellules de garde) sont separes des 
tissus non digeres par passage sur un filtre de 50 pm. Enfin les protoplastes sont nnis dans 
la solution de bain (composition decrite dans le protocole 1) permettant de fixer la pipette 
de patch aux cellules. Cinq volumes (i.e., 5 mL par mL de solution de digestion) de 
solution de bain sont verses sur le filtre afin de diluer rapidement les enzymes de 
digestion. La suspension de protoplastes est alors repartie dans des tubes Eppendorf 
places dans de la glace. Apres 15 minutes permettant la sedimentation des protoplastes, 
le surnageant est remplace par de la solution de bain fraTche, de fagon a eliminer 
totalement les enzymes de digestion. Les protoplastes sont ensuite conserves dans de la 
glace, et utilises pour les enregistrements electrophysiologiques dans les 10 heures qui 



suivent. Les protoplastes de cellules de garde sont aisement identifiables parmi les autres 
protoplastes grace a leur morphologie (petite taille et petits chloroplastes). 

//.3.2.- Obtention des protoplastes de tabac 

Le protocole d'obtention des protoplastes de tabac est base sur celui decrit dans 
(Lukaszewicz, 1998). De jeunes feuilles de plantes cultivees in vitro (§ 11.1.5) sont coupees 
au scalpel et abrasees sous hotte par du papier a poncer n°1200 (grain tres fin). Les 
feuilles sont ensuites deposees a plat dans une boite de Petri contenant 10 rnL de solution 
de digestion composee de CaCI 2 5 mM, saccharose 0.5 M, BSA 0.1% m.v"\ macerozyme 
R-10 0.125% m.v" 1 (Onozuka; Yakult Pharmaceutical), cellulase R-10 0.2% m.v" 1 
(Onozuka; Yakult Pharmaceutical), MES-KOH 5 mM (pH 5.2). La digestion se fait a 
I'obscurite pendant 15 heures dans une piece climatisee a 25°C. Apres la digestion, 4 mL 
de milieu de flottaison ML06 sont ajdutes dans la boite de Petri (CaCI 2 15 mM, saccharose 
0.6 M, MES-KOH 7.5 mM pH 6.0). La suspension de protoplastes est passee sur filtre 
nylon de 100 pm de largeur de maille. Le filtrat est centrifuge a 700 rpm (110g) pendant 7 
minutes. Les protoplastes vivants restent en surface alors que les cellules mortes et les 
debris cellulaire tombent dans le culot. La bande de surface est prelevee et diluee 3 a 5 
fois dans un tampon de lavage W5 (NaCI 154 mM, CaCI 2 125 mM, KCI, 5 mM and 
glucose 5 mM, MES-KOH 1.5 mM pH 5.6). Les cellules sont ensuite culotees par une 
autre centrifugation a 110 g pendant 7 minutes puis relavees par 40 puis 20 mL de 
solution mannitol/Mg (MgCI 2 15mM, 0.4 M mannitol, Mes-KOH 5 mM pH 5.6). Les 
protoplastes sont finalement resuspendus dans cette solution a une concentration 
d'environ 10 6 cellules par millilitre. 

H.3.3.- Transformation des protoplastes de tabac 

Dans un tube Eppendorf, 150 pL de protoplastes concentres et 150 pL d'une solution de 
PEG (25% m/v PEG 6000, mannitol 0.4 M, Ca(N0 3 ) 2 100 mM, pH 5.6) sont additionnes de 
5 |jg d'ADN plasmidiques de la construction a tester. Le tube est garde a temperature 
arnbiante pendant 30 minutes a I'obscurite. Puis 8 mL de milieu K3M (voir composition 
tableau 1, Negrutiu et al., 1992) sont ajoutes lentement (ml/ml). Une centrifugation de 7 
minutes a 110 g permet de culotter les cellules, elles sont enfin ressuspendues dans 3 mL 
de solution K3M et incubees a I'obscurite pendant 12 heures a 20°C. 

11.3.4.- Electrophysiologie sur protoplastes 

La conductance membranaire des protoplastes est etudiee en enregistrant les courants 
transmembranaires par application de la technique du "patch-clamp" en configuration 
cellule entiere (Hamill et al., 1981), figure 1 1. 3). 

Electrodes de mesure 

Les pipettes sont obtenues a partir de capillaires en boro-sillicate de 10 cm de longueur et 
de 1.5 a 1.8 mm de diametre (Kimax-51, Kimble Glass, Inc, Owens, IL). Ces capillaires 
subissent un etirement horizontal controle par une etireuse Sutter P-97 (Sutter Instruments 
Inc., Novato, CA). Le capillaire est centre au milieu d'un filament de tungstene a travers 
lequel circule un courant electrique (5 a 25 A). Le filament chauffe et provoque la fusion 
partielle du verre. L'intensite du courant et la duree de son application sont contrdlees par 
un microprocesseur selon un programme defini par I'utilisateur. Une force horizontale 
d'intensite et de duree variable est ensuite appliquee aux extremites du capillaire afin de 
I'etirer. Les pipettes utilisees pour les experiences sur protoplastes sont obtenues grace a 
trois etirements successifs, leur resistance, qui depend de la solution de pipette et de bain 
utilisee, est precisee dans le materiel et methode des articles. 



Obtention du scellement de la pipette a la cellule 

A I'aide d'un micromanipulateur, la pipette est approchee de la membrane plasmique du 
protoplaste. En appliquant une legere succion, on cree une depression dans la pipette, 
permettant I'adhesion de la membrane du protoplaste a I'electrode en verre. Une 
resistance de contact de plusieurs giga-ohms s'etablit suite a cette succion (figure 11.3). La 
qualite de ce scellement est evaluee en mesurant la resistance electrique du circuit de 
mesure (procedure offerte par I'amplificateur de patch-clamp, Axopatch 200A equipe d'une 
tete CV-201 A, Axon Instruments Inc., Foster City, CA). 

Configuration cellule entiere 

La configuration obtenue apres le scellement est appelee "cellule attachee". Pour passer 
en configuration "cellule entiere" permettant les enregistrements macroscopiques refletant 
I'activite des canaux presents sur la totalite de la membrane plasmique, il faut rompre le 
patch de membrane situe a la pointe de la pipette (figure II.3). Pour cela on dispose de 
deux moyens, une succion breve et intense, ou une impulsion de courant. II est preferable 
de n'en utiliser qu'un dans un premier temps afin de ne pas perdre le scellement, et 
seulement en cas de difficulty, le cumul des deux moyens est possible. 
Une fois en mode cellule entiere, des courants capacitifs apparaissent, ceux ci sont dus au 
fait que la bicouche lipidique formant la membrane de la cellule agit comme un 
condensateur. Ces courants capacitifs peuvent gener les analyses, c'est pour cela qu'il 
faut les compenser en reglant le potentiometre de la section "electrode capacitance 
compensation" situe sur ramplificateur. Cette compensation est indispensable pour les 
experiences realisees sur protoplastes de tabac, car la surface membranaire est 
importante et les courants tres intenses. En ce qui concerne les cellules de garde, il est 
tres difficile de faire la compensation des courants capacitifs car ils sont peu intenses. Les 
protoplastes de cellules de garde etant tres petits, et I'intensite des courants enregistres 
assez elevee, il n'est done pas essentiel de compenser ces courants. 
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Figure 11.3: Obtention d'un scellement et passage en mode cellule entiere 

Par une breve succion, la cellule est scellee a la pipette (A). Puis le patch de membrane 
situe a la pointe de la pipette est casse (B). Apres quelques minutes, la solution de pipette 
(de composition connue) a remplace le cytoplasme: Tenregistrement des courants peut 
commencer avec une membrane baignee par deux phases liquides de composition 
determinee (C). 



Solutions utilisees pour les enregistrements 

La solution de remplissage des pipettes (i.e., le milieu intracellular en configuration 
cellule entiere) contient : K-glutamate 100 mM, MgCI 2 2 mM, CaCI 2 1mM, EGTA 5 mM 
(ajustement de la concentration de calcium libre a 50 nM), Mg-ATP 2 mM, Hepes-KOH 
10 mM (pH 7,5). L'osmolarite est ajustee a 520 mOsmol avec du mannitol. 
Le scellement de la pipette a la membrane cellulaire est realise dans une solution "de 
bain" riche en calcium (20 mM pour les protoplastes de cellules de garde, 10 mM pour les 
protoplastes de tabac). Le calcium permet de stabiliser les membranes lors du scellement. 
Trop peu de calcium entratne un passage en configuration cellule entiere avant I'obtention 
d'une forte resistance du scellement, empechant la formation de ce dernier, en 



contrepartie un exces de calcium gene I'ouverture du patch et done le passage en mode 
cellule entiere. La composition des solutions de bain est : 

(1) pour les protoplastes de cellules de garde d'Arabidopsis : CaCI 2 20 mM, 
K-glutamate 100 mM, MgCI 2 2 mM, MES-KOH 10 mM (pH 5,5), Tosnriolarite etant ajustee 
a 500 mOsmol avec du mannitol 

(2) pour les protoplastes de mesophylle de tabac : CaCI 2 10 mM, K-glutamate 50 
mM, MgCI 2 2 mM, MES-KOH 10 mM (pH 5,5), I'osmolarite etant ajustee a 480 mOsmol 
avec du mannitol 

Acquisition et /'analyse des signaux 

Le logiciel utilise est pClamp (version 6.0.3, Axon Instruments Inc.). 

Les courants sont mesures d'abord dans la solution de bain puis dans d'autres solutions 
differant par leur concentration en K + , et/ou Tadjonction d'inhibiteurs des canaux 
potassiques (Cesium, TEA, etc.). Utilisation du glutamate (anion impermeant) dans la 
solution de remplissage permet de limiter la concentration d'ion chlorure et done les 
courants entrants correspondant a un efflux de CI". 

//.3.5.- Protocoles d'enregistrement 

Les protocoles d'enregistrement correspondent a la succession de potentiels imposes a la 
membrane une fois en configuration cellule entiere afin d'activer ou de desactiver les 
canaux. Ces protocoles sont modifies regulierement en fonction des canaux et des 
cellules etudies. Cependant, deux protocoles types peuvent etre definis. Des protocoles a 
deux phases permettant I'etude des courants issus de I'activation des canaux, et des 
protocoles a trois phases, appeles protocole de queue permettant I'etude de la 
deactivation des canaux (Figure II.4). Pour chacun de ces protocoles, le potentiel de 
repos (HP), la duree du pulse de voltage, les potentiels maximum et minimum appliques, 
ainsi que les sauts de potentiels sont modifies selon les experiences (ces variations sont 
precisees dans les legendes des figures). 

Protocole a deux phases 

Ce protocole comprend habituellement 8 episodes hyperpolarisants ou depolarisants, et le 
potentiel de maintien est fixe a -40 mV (sauf pour les etudes sur le canal AKT1 ou le HP 
est fixe a 0 mV car le canal est actif a -^40 mV). Apres 1 s au potentiel de maintien, un 
premier saut de potentiel de 2 s de + ou - 20 mV (pour etudier les canaux actives 
respectivement par la depolarisation ou par I'hyperpolarisation) est effectue, puis un retour 
de 1 s au potentiel de maintien permet la deactivation des canaux. Ensuite, un deuxieme 
saut de + ou - 40 mV est impose, suivi d'un retour au HP. Ceci 8 fois avec un ecart de 
potentiel (pas du protocole) de 20 mV entre chaque pulse, afin de couvrir des potentiels 
allant de -20 mV a +120 mV pour les protocoles depolarisants et de -60 mV a -200 mV 
pour les protocoles hyperpolarisants. 

Protocole de queue 

Ce protocole permet d'etudier les caracteristiques de selectivity des canaux etudies. Pour 
cela, les canaux sont actives par un prepulse tres depolarisant ou tres hyperpolarisant, 
puis des potentiels variables sont appliques afin de regarder avant la deactivation des 
canaux, le potentiel d'inversion des , courants. Ce potentiel etant lie aux rapport de 
selectivity des ions passant a travers le pore des canaux actives, il est possible en 
modifiant les concentrations ioniques des solutions, d'estimer la selectivity des canaux et 
done la composante ionique formant les courants. Pour cela on utilise I'equation de 
Goldman-Hodgkin-Katz : 



E = * 




RT ^ {E K * g K ) + {E Na * g m ) + (Eg *gg) 

ZF gK+2va+ga 



Ou £/ est le potentiel conversion de Hon i calcule a partir de I'equation de Nerst 
(Ej= RT/F.ln(K ex t/Kint)), g§ la conductance membranaire totale pour I'ion i et z la valence de 
I'ion. 

Ce protocole a dix episodes debute par un pulse xTune seconde au potentiel de repos, 
puis un pulse de voltage tres negatif (-180 mV) ou tres positif (+100) est applique pendant 
750 rns. Enfin, pendant la troisieme phase qui dure 1250 ms, le voltage prend une valeur 
differente pour chaque episode. Ces valeurs sont centrees autour du Ek theorique et le 
pas entre chaque episode est de + ou - 10 mV, 
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Figure II.4: Differents protocoles d'enregistrement des courants 

Representations decomposees (A et C), et condensees (B et D) des protocoles a deux 
phases permettant I'etude des canaux actives par des potentiels depolarisants (A et B), ou 
hyperpolarisants (C et D). Representations condensees des protocoles de queue permettant 
I'etude de la selectivity des canaux actives par la depolarisation (E) ou par I'hyperpolarisation 
membranaire (F). 
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H.4.- Obtention de plantes d'Arabidopsis transgeniques 

11.4.1. - Transformation des Arabidopsis 

La souche d'Agrobacterium tumefasciens utilises est la souche MP90 resistante a la 
rifampicine et contenant un plasmide lui conferant la resistance a la gentamycine. Le 
vecteur binaire (pBIB hygro) utilise pour transformer les agrobacteries et portant les genes 
chimeres destines a etre introduits dans le genome des plantes conferent aux bacteries et 
aux plantes transgeniques une resistance a I'hygromycine. 

11.4.2. - Constructions uti/isees 

Les promoteurs des differents genes etudies, les ADNc portant la mutation dominante 
negative, ainsi que les clonages dans le plasmide pBIB-hygro ont ete realises et obtenus 
au laboratoire par Ingo Dreyer. 

11.4.3. - Preparation d'agrobacteries competentes 

Les agrobacteries sont mises en culture a 30°C durant une nuit dans du LB contenant 
25 pg.mL" 1 de gentamycine et 50 pg-mL" 1 de rifampicine. La culture est diluee 100 fois 
dans 200 mL de LB gentamycine-rifampicine et remise en culture 4 heures. Les bacteries 
sont sedimentees par une centrifugation de 20 min a 4500 g et resuspendues dans 10 ml 
de TE froid (Tris-HCI 50 mM, EDTA 20 rnM, pH 8). Apres une nouvelle centrifugation de 
20 min elles sont resuspendues dans 20 mL de LB froid. La suspension de bacteries est 
alors aliquotee, congelee dans I'azote liquide et stockee a -80°C. 

11.4.4. ' Transformation des agrobateries competentes 

Cinq microgrammes dADN plasmidique pBIB-hygro sont melanges a 500 pi de 
suspension d'agrobacteries competentes prealablement decongelee dans de la glace (10 
minutes). Puis le melange est plonge 1 min dans de I'azote liquide et incube 5 min a 37°C 
avant d'ajouter 500 pL de LB. Les agrobacteries sont alors mises en culture a 30°C 
pendant 4 heures, puis etalees sur du milieu LB gelose contenant 25 pg.rnL" 1 de 
gentamycine, 50 pg.mL" 1 de rifampicine et 50 pg.mL" 1 d'hygromycine. Les colonies de 
bacteries transformees apparaissent apres 2 jours d'incubation a 30°C. 

11.4.5. - Transformation des plantes d'Arabidopsis par infiltration selon la 
methode de Clough et Bent (1998) 

Une culture d'agrobacteries de 500 ml est realisee dans du LB-hygromycine a partir d'une 
preculture en croissance depuis 12 h dans du LB-rifampicine-gentamycine-hygromycine. 
Apres une nuit de culture, les bacteries sont sedimentees par une centrifugation de 15 min 
a 4500 g puis resuspendues dans 400 mL d'une solution de saccharose 5% et silwett L-77 
0,5% (Witco, Organosilicone group, CH). Les plantes a transformer doivent avoir 
developpe une hampe florale de 10 cm environ. Les hampes sont trempees 2 fois 2 
minutes dans la suspension bacterienne (Clough and Bent, 1998). Les plantes sont 
ensuite rnaintenues 24 heures dans une atmosphere saturee en humidite a Tabri d'un 
eclairage intense, puis placees dans la serre jusqu'a Tobtention des graines. 



11.4.6.- Sterilisation des graines d'Arabidopsis et selection des lignees 
homozygotes 

Les graines recoltees sont sterilisees sous hotte a flux laminaire par agitation 15 minutes 
dans 1 mL de solution de sterilisation (!4 cachet de bayrochlore dissous dans 40 mL 
d'ethanol 50 % v/v), puis sont lavees trois fois avec de I'ethanol absolu. Apres avoir seche 
sous hotte, elles sont semees sur boTte de Petri contenant un milieu MS dilue deux fois 
(Murashige et Skoog, 1962, Sigma M5524) additionne de saccharose 1%, MES-KOH 
0.5 g.L" 1 pH 5.7 et hygromycine a 30 pg.L 1 (gene de resistance present dans I'ADN-T). 
Les boTtes sont scellees par du parafilm puis placees en chambre de culture. Les 
transformants qui ont insere TADN-T portant le gene de resistance a Thygromycine se 
developpent normalement sur le milieu de selection tandis que les non-transformants se 
chlorosent des le debut du stade cotyledonaire. Apres une semaine sur ce milieu de 
selection, les plantes resistantes sont transferees sur terreau pour qu'elles puissent 
achever leur developpement. Ces plantes (generation T1) sont toutes hemizygotes vis a 
vis de 1'insertion (et done de la mutation). Un nouveau cycle de recolte, sterilisation et 
semis sur milieu selectif des graines de chaque plante resistante permet d'isoler pour 
chaque transformant primaire une vingtaine de plantes resistantes. Ces plantes de la T2 
sont hemi- ou homo-zygotes pour I'insertion. Les graines de la T3 sont recoltees plante a 
plante, sterilisees et semees sur milieu selectif a raison d'une centaine de graines par 
boTte de Petri. Apres une semaine, la determination du rapport entre le nombre de plantes 
resistantes et celui de plantes sensibles a I'antibiotique permet d'isoler les lignees 
homozygotes et mono-insertionnelles (test " 3 A -%"). Pour les mutants knock-out des 
reactions PCR utilisant des amorces encadrant I'insertion permettent de verifier 
Thomozygotie. 



II. 5.- Biologie Moleculaire 

11.5.1. - Southern 
Extraction d'ADN genomique 

Des rosettes de plantes agees de quatre a six semaines cultivees sur terreau en chambre 
de culture jours courts sont prelevees puis broyees dans de I'azote liquide a I'aide d'un 
mortier et d'un pilon. Du tampon d'extraction a raison de 4 mL par gramme de matiere 
fraTche (CTAB 2 %, NaCI 1.4 M , EDTA 20 mM, Tris 0.1 M pH 8, p-mercaptoethanol 0.2 % 
v/v) est melange au broyat. Apres homogeneisation I'ensemble est incube 30 minutes a 
60°C. Les debris cellulaires et les proteines en solution sont elimines par ajout d'un 
volume de C/l (chloroforme/alcool isoamylique, 24/1 v/v) suivi d'une centrifugation de 10 
minutes a 15000 g. La phase aqueuse est recuperee et les acides nucleiques qu'elle 
contient sont precipites par I'addition d'un volume dlsopropanol suivi d'une centrifugation 
de 20 minutes a 15000g (precipitation isopropanolique). Apres deux lavages a Tethanol 
70%, le culot d'ADN est repris dans 500 pL de TE (Tris-HCI 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8). 
Les ARN presents dans la suspension d'ADN sont degrades par Taction de 50 pg de 
RNase A a 37°C pendant une heure. L'enzyme est ensuite eliminee par un traitement au 
P/C/l (phenol/chloroforme/alcool isoamylique, 24/25/1 v/v/v) suivi de deux traitements 
successifs au C/l. La phase aqueuse contenant les acides nucleiques est additionnee de 
20 pL d'acetate de sodium 3 M, pH 4.8, et de 600 pi d'ethanol absolu. Apres deux heures 
a -20°C, une centrifugation de 20 minutes a 13000 g permet la precipitation de I'ADN 
(precipitation ethanolique). 



Le culot, lave deux fois a I'ethanol 70 %, est repris dans 20 pi de TE. La quantite d'ADN 
purifie est estimee par dosage d'1 pi sur gel d'agarose (0,8 % p/v) dans un tampon TAE 
(tris-acetate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.5) en presence de BET (bromure d'ethidium a 
0,05 pg.mL' 1 de gel). L'intensite de la bande obtenue est comparee a celle d'un marqueur 
de concentration connue (la bande a 23 kb de I'ADN digere du phage lambda etant 
concentree a 12.5 ng.pL" 1 ). 

Digestion de I'ADN genomique 

L'ADN genomique (environ 5 pg) est digere pendant 6 heures par 40 unites d'enzymes de 
restriction, a la temperature d'activite optimale de I'enzyme dans une solution tamponnee 
specifique de I'enzyme (20 pL), additionnee de 0.1 mg.ml' 1 de BSA (volume final 200 pi). 
Les enzymes de restriction sont eliminees de la preparation d'ADN par traitements 
successifs au P/C/l et C/l. Les fragments d'ADN sont ensuite recuperes par precipitation 
ethanolique puis le culot est repris dans 20 pi d'eau. 

Transfert des fragments d'ADN sur une membrane de nylon 

Les ADN digeres, additionnes de 2 pi de tampon de charge 6X (EDTA 100 mM pH 8 ; 
glycerol 50 % v/v ; H20 30 % v/v ; xylene cyanole 125 % p/v ; bleu de bromophenol 125 % 
p/v) sont separes par migration sur gel d'agarose 0.8 % toute une nuit. Le lendemain, les 
fragments d'ADN sont partiellement depurines en trempant le gel 30 minutes dans un bain 
de HCI 0.25 N. Le gel est ensuite rince trois fois 5 minutes a I'eau distillee, puis il est 
plonge 30 minutes dans du tampon de denaturation (NaCI 1.5 M ; NaOH 0.5 M). Apres 2 
nouveaux ringages a I'eau de 5 minutes, les fragments d'ADN sont stabilises en plongeant 
le gel deux fois 15 minutes dans du tampon de neutralisation (TRIS pH 7.2 0.5 M, NaCI 
1.5 M, EDTA 1 mM). Le gel est finalement rince brievement dans du SSC 10 X (Standard 
Saline Citrate : NaCI 1.5 M, tri-sodium citrate 150 mM). 

Les fragments d'ADN contenus dans le gel d'agarose sont transferes par capillarite 
sur une membrane de nylon chargee positivement. Pour cela, deux bandes de papier 
Whatman imbibees de SSC 10 X sont posees sur un pont surplombant une cuve plastique 
contenant du SSC 10X. Les extremites des bandes trempant dans la cuve de part et 
d'autre du pont permettent d'imbiber le papier pendant toute la duree du transfert. Le gel 
est pose sur le papier Whatman (puits vers le bas), et une membrane de nylon imbibee de 
SSC 2 X est plaquee sur celui-ci. Deux feuilles de papier whatman imbibees de SSC 2 X 
ainsi que plusieurs feuilles de papier absorbant recouvrent le tout. Pendant toute la nuit, le 
flux de solution de SSC 10X de la cuve vers le papier absorbant va permettre le transfert 
des fragments d'ADN du gel vers la membrane. Une fois le transfert acheve, la membrane 
est rincee dans du SSC 2 X, et les ADN y sont fixes par une exposition de 2 minutes aux 
U.V. (234 nm). Seche, la membrane peut etre conservee a 4°C pendant plusieurs jours. 

Hybridation de la membrane 

La membrane seche est imbibee dans du SSC 2 X puis est plaquee sur les parois internes 
d'un tube de verre. Les sites de fixation aspecifiques de la membrane sont satures par une 
prehybridation de 2 h a 42 °C dans du tampon formamide (10 % de dextran sulfate p/v, 
SSC 5 X, sarkosyl 0.8 X, formamide deionise 50 % v/v) additionne de sperme de saumon 
sonique et denature par chauffage a 95°C. La sonde utilisee pour Thybridation est rendue 
radioactive par "random priming" : 30 ng de sonde prealablement denaturee sont amplifies 
une heure a temperature ambiante dans 50 pL de tampon (10 pi de labelling buffer 5 X 
(Tris-HCI 250 mM (pH 8), MgCI 2 25 mM, DTT 2 mM, HEPES 10 M (pH 6.6), random 
hexadeoxyribonucleotides 26 A 2 eo u.mL' 1 ), 2 nmoles de dGTP e't de dTTP, 0.2 pg de BSA) 
auquel sont ajoutes 50 mCi de radionuclides [a 32 P] dATP et [a" 32 P] dCTP et 8 unites 



de Klenow DNA polymerase. Les sondes radiomarquees et les nucleotides non incorpores 
sont separes sur colonne de Sephadex G50 (Nick Column, Pharmacia). Puis Tactivite de 
la sonde est estimee par comptage (compteur a scintillation) de 2 pL d'eluat dans 3 mL de 
liquide scintillant. Une quantite de sonde radiomarquee correspondant a une activite de 
10 6 cpm.mL" 1 est denatured puis ajoutee au tampon de pre-hybridation. L'hybridation entre 
la sonde marquee et les ADN fixes sur la membrane de nylon dure toute une nuit a 42°C. 
La membrane subit ensuite differents lavages afin d'eliminer les sondes hybridees de 
maniere aspecifique : 2 lavages de 10 minutes dans une solution SSC 2 X, SDS 0.1 % a 
temperature ambiante, 2 lavages de 20 minutes dans une solution de SSC 1 X, 
SDS 0.1 % dont un a temperature ambiante et I'autre a 42°C, et un dernier lavage de 
20 minutes dans une solution de SSC 0.5 X, SDS 0.1 % a 42°C. Le lavage de la 
membrane est controle a chaque etape avec un compteur Geiger et peut etre interrompu 
si necessaire. La membrane est protegee par un film plastique ferme hermetiquement afin 
de prevenir la proliferation de champignons. Elle est ensuite placee une semaine au 
contact d'un ecran phosphoimageur (Storm) a temperature ambiante. Un scanner permet 
de reveler I'ecran Storm. Les signaux detectes sont quantifies a Taide du logiciel 
ImageQuant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). 

11.5.2. - Extraction d'ARN 

Un echantillon vegetal (entre 0,5 et 1 g de matiere fraiche) est broye dans un mortier en 
presence d'azote liquide, puis homogeneise 5 min dans 5 mL de tampon d'extraction 
(guanidine-HCI 8 M, fc-mercaptoethanol 50 mM, EDTA 20 mM et MES 20 mM, pH 7). 
Apres une centrifugation de 15 min pour eliminer les debris cellulaires, le surnageant est 
melange a 5 mL de PCI afin d'extraire les proteines. Apres 10 min d'agitation, les phases 
aqueuses et organiques sont separees par centrifugation (20 min, 9000 x g, 4°C). Les 
acides nucleiques presents dans la phase aqueuse sont precipites pendant 2 h a -20°C 
apres ajout d'acetate de sodium 3M pH 4,8 (1/10 v/v) et d'isopropanol (1/1 v/v). Une 
centrifugation de 30 min a 10000 xg et a 4°C permet de sedimenter les acides 
nucleiques, qui sont ensuite laves par de I'ethanol (70%) puis solubilises dans 1 mL d'eau 
traitee par du DEPC. Du LiCI 10 M (250 pi) est ajoute pour precipiter les ARN. La 
precipitation dure une nuit a 0°C. Apres une centrifugation de 30 min (10000 x g, 4°C), le 
culot d'ARN est lave par de I'ethanol (70%), puis solubilise dans 100 pi d'eau 
prealablement traitee par du DEPC. La concentration des ARN est determinee par 
spectrophotometrie a 260 nm. 

11.5.3. ' Reverse transcription 

Dix pg d'ARN totaux sont incubes a 70°C pendant 5 minutes en presence de 5 pmoles 
d'oligonucleotide poly(T) dans un volume de 10 pL. Apres ce traitement a forte 
temperature permettant d'enlever les structures secondaires des ARN, le tube est plonge 
dans de la glace. Cinq pL de tampon de reaction fourni avec Tenzyme (375 mM KCI, 15 
mM MgCI 2 , 50 mM DTT, 250 mM Tris-HCL pH 8.3), 12.5 nM de chaque nucleotide, et 200 
unites de M-MLV Reverse Transcriptase (promega m3682) sont ensuite ajoutes, dans un 
volume final de 25 pL. Apres un melange par inversion, le tube est incube a 37°C pendant 
1 heure. Le second brin d'ADN est ensuite synthetise par une reaction PCR classique. 

11.5.4. - Amplification par PCR 

Les fragments d'ADN sont amplifies par la technique de PCR a I'aide de la polymerase 
thermostable de Thermus brokianus (ExtraPol I, Eurobio). Le melange reactionnel (50 pL) 
contient du tampon de reaction fourni avec Tenzyme (Tris-HCI 10 mM pH 8,8, KCI 50 mM, 
Triton X100 0,1 %), 2,5 mmol.l" 1 de MgCI 2 , 0,5 unites d'ExtraPol I, 200 pmoles. I" 1 de 



chacun des deoxynucleotides triphosphates (dNTP), 5 prnoles de chaque amorce 
nucleotidique, et de 0.1 a 50 ng de matrice. Le protocole d'amplification comporte un 
traitement de 5 min a 95°C permettant la denaturation des fragments d'ADN, suivi de 35 a 
40 cycles imposes selon le protocole suivant : 45 s a 95°C; 1 minute a 65°C permettant 
Thybridation de I'amorce avec I'ADN matrice (annealing) puis x min a 72°C permettant la 
synthese de I'ADN. Le temps de synthese varie en fonction de la longueur du fragment a 
amplifier: il est d'environ une minute par kpb 'd'ADN. La temperature d'hybridation 
(temperature d'annealing) ne reste pas fixee a 65°C, a chaque cycle pendant les dix 
premiers cycles, la temperature d'annealing est baissee d'un degre afin de baisser la 
specificite d'hybridation. Le Tm des amorces PCR est calcule par la formule 
Tm = 2 x (A + T) + 4 x (G + C), et sont choisies afin d'avoir un Tm de 60 +/-1°C. 



66 



III.- RESULTATS 



67 



III. 1.- Role du canal GORK dans la regulation des mouvements 
stomatiques et de la transpiration des plantes 



IIL1.1.- Presentation de I 'article 1 : 

Les mouvements stomatiques permettent de reguler les flux entrants de C0 2 et les pertes 
d'eau par transpiration au niveau desfeuilles. Leur regulation passe par une integration de 
nombreux parametres physiologiques (teneur en eau de la plante, balance hormonale) et 
environnementaux (teneur hydrique du sol et de I'air, quantite et qualite de la lumiere, 
temperature). La complexity des voies de regulation des mouvements stomatiques, 
Timportance physiologique de ces mouvements et I'accessibilite des cellules constituant 
ces organes a la surface des feuilles ont fait du stomate un des organes vegetaux les plus 
etudies (MacRobbie, 1998; Schroeder et al., 2001). 

Le stomate est constitue de deux cellules de garde d'allure reniforme liees entre 
elles a leurs extremites, delimitant un pore central permettant les echanges gazeux d'eau 
et de C0 2 avec ('atmosphere. Ce pore s'agrandit quand les cellules de garde s'arquent 
suite a une entree d'osmotica (essentiellement des sels de potassium et des sucres, 
Outlaw, 1983). L'importance du potassium en tant qu'osmoticum etait admise bien avant 
que les mecanismes moleculaires de I'entree et de la sortie de K + ne soient decouverts. 
Ce n'est que dans les annees 1980-90, que deux avancees majeures ont perrnis une 
meilleure comprehension des mecanismes sous-tendant les mouvements stomatiques : le 
clonage d'ADNc codant des canaux potassiques d'Arabidopsis par complementation 
fonctionnelle de mutants de levure (Anderson et al., 1992; Sentenac et al., 1992) et 
Tinvention du patch-clamp (Neher and Sakmann, 1976) suivie de son application a des 
protoplastes (Schroeder et al., 1984; Schroeder et al., 1987). 

Le clonage et I'expression en systeme heterologue des premiers canaux Shaker, a 
permis de faire un parallele entre I'activite des canaux de cette famille, et les 
conductances de la membrane plasmique des cellules de garde, et done de determiner les 
elements moleculaires responsables des flux de potassium. Trois canaux Shaker sont 
majoritairement exprimes dans les cellules de garde, KAT1 , KAT2, et GORK (Nakamura et 
al., 1995; Ache et al., 2000; Kwak et al., 2001; Pilot et al., 2001; Szyroki et al., 2001). Les 
deux premiers sont des canaux permettant I'influx de potassium, et le dernier a ete 
caracterise, comme un canal d'efflux, entraTnant done la sortie de potassium hors de la 
cellule. 

L'application de la technique de patch-clamp au materiel vegetal a ouvert la voie a la 
caracterisation, au niveau moleculaire, des conductances ioniques presentes sur le 
plasmalemme des cellules de garde. Les resultats obtenus ont permis de confirmer 
I'existence de plusieurs types de canaux potassiques dependants du potentiel de 
membrane. L'acces aux proprietes moleculaires de ces canaux grace au patch-clarnp a 
non seulement fait progresser la connaissance du mode de fonctionnement de ces canaux 
mais egalement a permis leur identification formelle (par single channel) offrant la 
possibility de comparer les donnees obtenues in situ et celles obtenues par expression 
heterologue de canaux clones. Cette comparaison permet a la fois d^ttribuer a un gene 
un type de canal, mais aussi de reperer des differences fonctionnelles entre les deux 
contextes (homo- et heterologue) et par la de decouvrir des regulations post- 
traductionnelles de Tactivite des canaux. 

L'identification des canaux exprimes dans les cellules de garde a permis de rnettre 
en place des etudes de genetique inverse afin de tenter de determiner le role exact des 



canaux potassiques et du potassium dans les mouvements stomatiques. La premiere 
etude de ce type a ete realisee par le laboratoire de Rainer Hedrich sur des plantes 
presentant une disruption du gene KAT1. L'absence de phenotype a ete attribute a la 
redondance fonctionnelle des canaux KAT1 et KAT2 sur le plasmalemme des cellules de 
garde (Szyroki et al., 2001). 

Nous avons, quant a nous, tente de determiner ['implication du canal Shaker GORK 
dans la conductance potassique sortante des cellules de garde, et le role de I'efflux de 
potassium dans les mouvements stomatiques. Pour cela, deux lignees mutantes ont ete 
isolees. Une lignee knock-out gork-1 pour laquelle Texpression du gene GORK dans la 
plante est supprirnee par insertion d'un ADN-T dans le gene GORK, et une lignee dn-gork- 
7, qui exprime un gene gork chimerique codant une sous unite gork mutee dans le filtre de 
selectivity du pore, conferant ainsi une activite de type dominant negatif au polypeptide 
qu'il code, [.'expression du polypeptide mute permet reactivation des canaux GORK natifs 
mais aussi des autres canaux Shaker sortants pouvant etre exprimes dans les cellules de 
garde par heterotetramerisation. 

L'analyse des courants potassiques presents sur la membrane des cellules de 
garde des plantes de chaque lignee a permis de constater (i) que GORK est le seul canal 
potassique voltage-dependant sortant present sur la membrane des cellules de garde, (ii) 
qu'il n'y a pas de compensation de la perte du canal GORK par I'expression d'un autre 
canal Shaker sortant, mais aussi que (iii) I'effet de la mutation dominante negative ne 
permet pas de supprimer la totalite des courants sortants de la cellule de garde. 

Une etude physiologique a ensuite ete menee afin de determiner I'impact de la 
perte de la conductance potassique d'efflux sur les mouvements stomatiques. Les 
mesures de deshydratation des rosettes excisees ont permis de voir qu'il y avait une 
difference d'etat stationnaire d'ouverture initiale, les etudes sur epidermes peles ont revele 
une alteration des mecanismes de fermeture des stomates par I'obscurite et I'ABA, mais 
pas de I'ouverture a la lumiere. Elles ont aussi mis en evidence le phenotype intermediate 
de la lignee dominante negative. 

Enfin, des experiences sur plantes entieres ont permis de preciser le role du canal 
GORK dans les mouvements stomatiques en cas d'irrigation suffisante, ou en cas de 
dessechement du sol (ou presence d'ABA). 

Cette etude permet de dire que le canal GORK catalyse la seule conductance 
potassique temps et voltage dependante de la cellule de garde, et de fa?on surprenante, 
que les mecanismes de fermeture par Tacide abscissique et I'obscurite ne sont que 
faiblement dependants de ces efflux de potassium controles par le potentiel de membrane. 
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Microscopic pores present in the epidermis of plant aerial organs, 
called stomata, allow gas exchanges between the inner photosyn- 
thetic tissue and the atmosphere. Regulation of stomata! aperture, 
preventing excess transpi rational vapor loss, relies on turgor 
changes of two highly differentiated epidermal cells surrounding 
the pore, the guard cells. Increased guard cell turgor due to 
increased solute accumulation results in stomatal opening, 
whereas decreased guard cell turgor due to decreased solute 
accumulation results in stomatal closing. Here we provide direct 
evidence, based on reverse genetics approaches, that the Arabi- 
dopsis GORK Shaker gene encodes the major voltage-gated out- 
wardly rectifying K + channel of the guard cell membrane. Expres- 
sion of GORK dominant negative mutant polypeptides in 
transgenic Arabidopsis was found to strongly reduce outwardly 
rectifying K + channel activity in the guard cell membrane, and 
disruption of the GORK gene (T-DNA insertion knockout mutant) 
fully suppressed this activity. Bioassays on epidermal peels re- 
vealed that disruption of GORK activity resulted in impaired 
stomatal closure in response to darkness or the stress hormone 
azobenzenearsonate. Transpiration measurements on excised ro- 
settes and intact plants (grown in hydroponic conditions or sub- 
mitted to water stress) revealed that absence of GORK activity 
resulted in increased water consumption. The whole set of data 
indicates that GORK is likely to play a crucial role in adaptation to 
drought in fluctuating environments. 

The epidermis of the aerial organs of terrestrial plants presents 
a waxy cuticle that prevents water loss and desiccation but 
impedes diffusion of atmospheric CO? toward the inner tissues. 
Gas exchanges mainly take place through microscopic pores, the 
stomata. Two highly differentiated epidermal cells surrounding 
the pore, named guard cells, control stomatal aperture, allowing 
the plant to cope, under diverse environmental conditions, with 
the conflicting needs of maintaining a sufficient internal CO? 
concentration for photosynthesis and of preventing excessive 
transpirational water loss (1, 2). 

Regulation of stomatal aperture relies on turgor changes of 
the two guard cells; an increase in turgor, caused by increased 
solute accumulation, promotes pore opening, whereas a de- 
crease in turgor, caused by solute efflux, leads to stomatal 
closure (1, 2). The available information indicates that the main 
solutes involved in the osmoregulation process are sucrose, K + , 
and accompanying anions (malate and chloride), depending on 
the environmental conditions. In the normal diurnal cycle, 
stomatal opening in the morning would mainly result from K + 
salt accumulation. In the afternoon, it would mainly rely on 
sucrose accumulation (3, 4). 
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The changes in guard cell K 4 " contents contributing to stoma- 
tal opening/closure have been shown to involve various channels 
working in a coordinated way in the plasma membrane and 
tonoplast. Two types of K + -permeable voltage-gated channels, 
either inwardly or outwardly rectifying, have been extensively 
characterized in the plasma membrane. The inwardly rectifying 
K + channels activate on membrane hyperpolarization and are 
therefore mainly involved in K 4 " entry into the cell. The out- 
wardly rectifying channels activate on membrane depolarization, 
at membrane potentials more positive than the K + -equilibrium 
potential, and thus allow K + release (5, 6). Molecular and 
electrophysiological analyses support the hypothesis that these 
channels are encoded by genes of the Shaker family. This family 
comprises nine members in Arabidopsis (7). Three of them, 
KA Tl and KA T2, which encode inwardly rectifying channels, and 
GORK, which encodes an outwardly rectifying channel, display 
high expression levels in guard cells as suggested by GUS 
reporter gene approaches (8) and/or quantitative RT-PCR 
analyses (9, 10). Reverse genetics approaches have been devel- 
oped to investigate the role of KATl in stomatal opening, using 
an Arabidopsis mutant carrying a knockout mutation in this gene 
(10) or transgenic Arabidopsis lines expressing dominant nega- 
tive KATl polypeptides (11). The knockout mutation and the 
expression of dominant negative polypeptides affected inward 
K + channel activity in the guard cell membrane but did not result 
in total suppression of the inward K + current, probably because 
of inwardly rectifying K + channel redundancy. Although the 
plants expressing dominant negative mutant KATl polypeptides 
displayed reduced light-induced stomatal opening (11). the 
relative contribution of the different guard cell inward K + 
channels in stomatal movements remains unclear. 

In the present study, we provide evidence that the Arabidopsis 
GORK gene encodes the major voltage-gated outwardly recti- 
fying K + channel of the guard cell membrane. We also demon- 
strate that GORK plays a role in the control of stomatal 
movements and allows the plant to significantly reduce transpi- 
rational water loss. 

Materials and Methods 

Isolation of the T-DNA- Tagged Mutant gork-1 Disrupted in the GORK 
Gene. The go/*-/ knockout line was obtained by PCR screening 
of «* 40,000 Arabidopsis thaliana T-DNA insertion mutants (Was- 
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silevskija ecotype; library constructed by the Station de Gene- 
tique et Amelioration des Plantes, Versailles, France; ref. 12), 
with primers corresponding to the GORK gene and to the 
T-DNA left and right borders. Selection on kanamycin revealed ' 
a single insertion locus. The exact position of the T-DNA 
insertion was determined by sequencing the T-DNA flanking 
sequences. Plants homozygous for the disruption were selected 
by PCR in the F 3 progeny of the positive line. 

Obtention of the gork-dn Dominant Negative Transgenic Lines. The 

sequence encoding the hallmark GlyTyrGlyAsp motif in the 
GORK pore domain (typical of K + -seIective channels) was 
replaced by ArgArgGlyAsp (by site-directed mutagenesis) in the 
GORK gene. The mutated gene, named gork-dn (8.78 kb in total, 
with 2.714 kb upstream from the initiation codon) was cloned 
into the Kpnl-^Sstl sites of the binary vector pBlB-HYGRO (13). 
The resulting plasmid was introduced into Agrobacterium tume- 
faciens GV3010 (pMP90) strain (14). A. thaliana (Wassilevskija 
ecotype) was transformed by using the floral dip method (15). 
Selection on hygromycin allowed us to identify transformed lines 
displaying a single insertion locus. 

Intact Plant Transpiration Measurements. Arabidopsis plants were 
hydroponically grown in a growth chamber (22°C, 65% relative 
humidity, 8 h/16 h light/ dark, 300 /j.mol-m~ 2 -s -1 ) for 4 weeks 
before being transferred (a single plant per experiment) to an 
experimental chamber allowing gas exchange measurements 
(dew-point hygrometers and infrared gas analyzer) as described 
(16). The root compartment (500 ml, 21°C) contained an aerated 
half-strength Hoagland solution. The shoot compartment (23°C, 
8 h/16 h light/dark, 400 /btmol-m-^s" 1 ; HQI-TS NDL, Osram, 
Berlin) was attached to an open-flow gas circuit (air flow: 160 
liters/h). At the inlet, the water- vapor pressure was held con- 
stant (1.5 kPa) and controlled with a dew-point hygrometer 
(Hygro, General Eastern Instruments, Woburn, MA). Humidity 
at the outlet was measured with a second dew-point hygrometer. 
The water-vapor pressure deficit in the leaf chamber was 0.9 ± 
0.1 kPa (leaf and air temperatures measured with thermistors). 
Transpiration and photosynthesis were monitored for at least 8 
days, including a 3-day adaptation period (the data correspond- 
ing to the adaptation period were not taken into account in the 
analyses). Photosynthesis was proportional to the leaf fresh 
weight and leaf area (data not shown). 

Stomatal Aperture Measurements. Leaves from 4- to 6-week-old 
Arabidopsis plants were excised at the end of the night period, 
and epidermal strips were prepared as described (17). After 
peeling, epidermal strips were placed in Petri dishes containing 
5 ml of the incubation solution (usual buffer unless otherwise 
noted: 30 mM KC1/10 mM Mes-iminodiacetic acid, pH 6.5). To 
standardize the initial state, epidermal strips were kept in the 
incubation solution for 30 min in darkness. Then, they were 
submitted to different treatments at 20°C in darkness or light 
(300 /xmol-m -2 ^" 1 ). Stomatal apertures were measured (pore 
width; at least 60 measurements per experiment in <5 min) with 
an optical microscope (Optiphot, Nikon) fitted with a camera 
lucida and a digitizing table (Houston Instruments) linked to a 
personal computer. Each experiment was performed at least in 
triplicate. 

Electrophysiological Recordings. Plants were grown for weeks 
in compost (individual containers) in a growth chamber (21°C, 
70% relative humidity, 8 h/16 h light/dark, 300 ^.mol-m" 2 ^" 1 ). : 
Guard cell protoplasts were isolated by digestion of leaf epider- 
mal peels. The digestion solution contained 1 mM CaCh, 2 mM 
ascorbic acid, Onozuka RS cellulase (1% wt/vol, Yakult Phar- 
maceutical, Tokyo), Y-23 pectolyase (0.1% wt/vol, Seishin Phar- 
maceutical, Tokyo), and 1 mM Mes-KOH (pH 5.5). the osmo- 
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Fig. 1. Identification of a T-DNA insertion mutant. (A) Schematic diagram of 
the GORK gene indicating the site of insertion of the disrupting T-DNA in the 
gork-1 mutant line. Black boxes represent exons. Typical domains of plant 
Shaker channels (30) are indicated as follows: CHC, channel hydrophobic core; 
cNBD, putative cyclk-nucleotide binding domain; Anky, ankyrin domain; KHA. 
KHA domain. The hatched box represents T-DNA. The nucleotide sequence 
flanking the T-DNA left (LB) and right (RB) borders in the disrupted gene are 
given. The T-DNA insertion resulted in a 3.7-kb deletion in the 5' region of the 
gene, from nucleotide —2,280 (upstream from the initiation codon) to nucle- 
otide 1,464 (downstream from this codon). (S) Absence of GORK transcripts in 
the gork-1 mutant. RT-PCR analyses were performed on total RNA extracted 
from aerial parts of either wild-type or gork-1 plants (WT and gork-1 lanes) by 
using primers (sequences available on request) specific for GORK or for the 
Arabidopsis EFIa elongation factor gene (used as a control). The cDNA lane 
shows PCR-amplified DNA fragment using the same GORK primers on the 
GORK cDNA (control). 



larity was adjusted to 420 mosM with D-mannitol. The epidermal 
peels were digested for 40 min at 27°C. Filtration through 50- yum 
mesh allowed recovery of protoplasts. The filtrate was mixed 
with three volumes of conservation buffer (10 mM potassium 
glutamate/ 1 mM CaCl 2 /2 mM MgCI 2 /10 mM Mes-HCi, pH 5.5, 
with osmolality adjusted to 500 mosM with D-mannitol). The 
protoplast suspension 10% of guard cell protoplasts, based on 
microscopic observations) was kept on ice. Patch-clamp pipettes 
were pulled (P97, Sutter Instruments, Novato, CA) from boro- 
silicate capillaries (Kimax-51, Kimble, Toledo, OH) and fire 
polished (L/M CPZ 101, List Medical, Darmstadt, Germany). 
The pipette solution contained 1 mM CaCl 2 , 5 mM EGTA, 2 mM 
MgCl?, 100 mM potassium glutamate, 2 mM MgATP, 10 mM 
Hepes-NaOH, pH 7.5, with osmolarity adjusted to 520 mosM 
with D-mannitol. The bath solution contained 20 mM CaCl 2; 2 
mM MgCl 2l 100 mM potassium glutamate, 10 mM Mes-HCl, pH 
5.5, with osmolarity adjusted to 500 mosM with mannitol. In 
these conditions, the pipette resistance was =10 MO. Seals with 
resistance >5 Gfl were used for electrophysiological analyses. 
Whole -eel I recordings were obtained by using an Axon Instru- 
ments Axopatch 200A amplifier. PCLAMP 6.0.3 software (Axon 
Instruments, Foster City, CA) was used for voltage pulse stim- 
ulation, online data acquisition, and data analysis. The voltage 
protocol consisted in stepping the membrane potential to volt- 
ages from —200 to +80 mV in 20-mV increments from a holding 
potential of -60 mV. 

Results 

Obtention of Arabidopsis Mutants Affected in GORK Activity. An 

Arabidopsis mutant line, named gork-1, was identified by PCR 
screening of a collection of T-DNA-transformed plants (Fig. IA; 
T-DNA insertion flanking sequences indicated in the figure). 
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Growth tests on selection medium revealed a single insertion 
locus (data not shown). The T-DNA insertion was shown to 
result in a 3.7-kb deletion in the 5' region of the gene (Fig. 1). 
RT-PCR experiments performed on total RNA extracted from 
aerial parts of 4-week-old plants grown in a greenhouse indicated 
that GORK transcripts were not accumulated in homozygous 
gork-1 plants (Fig. IB). 

Shaker channels are tetrameric proteins (18-20). This struc- 
tural feature allows us to develop reverse genetics approaches by 
using dominant negative mutant subunits (obtained by site- 
directed mutagenesis) able to coassemble with wild-type sub- 
units and to lead to formation of nonfunctional channels (11, 21). 
Mutations were introduced in the GORK coding sequence to 
replace the hallmark motif GlyTyrGlyAsp, expected to play a - 
crucial role in the formation of the channel-conducting pathway 
(22), by ArgArgGlyAsp. Experiments in Xenopus oocytes re- 
vealed that the polypeptide encoded by the mutated sequence 
was electrically silent (not shown) and indeed endowed with 
dominant negative behavior; for instance, coinjection of mutant 
cRNA with wild-type cRNA (in vitro transcription) with a 
mutant/wild-type stoichiometry of 1:1 resulted in 82 ± 6% (n — 
10) inhibition of the GORK current. The corresponding muta- 
tion was introduced in the GORK gene (8.7 kb in total, with a 
2.7-kb promoter region), and the mutated gene was introduced 
into Arab idopsis plants. Single locus transformed lines (checked 
on hygromycin selection medium) were obtained. Patch-clamp 
experiments were performed on homozygous transgenic plants 
from the progeny (F4 generation) of two of them, named 
gork-dnl and gork-dn2 in this article. 

Homozygous gork-1, gork-dnl, or gork-dn 2 plants were grown 
in a greenhouse or growth chamber (20°C, 50% relative humid- 
ity, 8 h/16 h light/dark, 300 ^imol-m -2 ^ -1 )- Comparison with 
control wild-type plants grown in parallel in these conditions did 
not reveal any obvious phenotype. Because previous RT-PCR 
experiments had shown that GORK transcripts are also present 
in root hairs (23), root systems from plants grown in vitro on agar 
plates were examined under microscope. No obvious effect of 
the gork-1 mutation on root hair density or development could 
be detected (data not shown). 

The gork-1 Mutation Prevents Expression of the Major Voltage-Gated 
Outwardly Rectifying K + Channel of the Guard Cell. Patch-clamp 
experiments on guard cell protoplasts prepared from wild-type 
plants revealed both inward and outward currents (Fig. 2/1), in 
agreement with previous analyses (6). The outward current was 
dominated by a slowly activating sigmoidal component, appear- 
ing beyond a threshold potential of ^0 mV (with 100 mM K + in 
both the bath and pipette solutions) and strongly reminiscent of 
that recorded in Xenopus oocytes expressing GORK cRN A (10). 
Similar experiments were performed on guard cell protoplasts 
prepared from homozygous gork-1 plants (Fig. 2B) or from 
gork-dnl or gork-dn 2 plants (Fig. 2C). They revealed inward K + 
currents quite similar to those recorded in wild-type protoplasts 
but strongly reduced outward currents. The time course of the 
remaining outward K* current observed in gork-dnl (see the 
current trace at -1-80 mV magnified X 10 in Fig. 2C) andgork-dn2 
(data not shown) protoplasts suggested some residual GORK 
activity. No GORK activity could be detected in gork-1 guard 
cells, as shown by the flat kinetics of the residual outward current 
(current trace at 4-80 mV magnified X10 in Fig. 2B). It can 
therefore be concluded that gork-1 is actually a knockout mutation. 

Bioassays on Epidermal Peels Indicate That Disruption of GORK 
Activity Affects Stomatal Functioning. The role of GORK in sto- 
matal movements was investigated in vitro by submitting epider- 
mal peels from wild-type, gork-1, or gork-dnl plants to treat- 
ments inducing either stomatal closure (azobenzenearsonate or 
darkness; Fig. 3 A and B, respectively) or opening (light; Fig. 3C). 
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Fig. 2. GORK encodes the major voltage-gated outwardly rectifying K + 
channel of the guard cell membrane. Patch-clamp experiments were per- 
formed on guard cell protoplasts prepared from wild -type plants (A), homozy- 
gous gork-1 mutant plants (B), or homozygous gork-dnl or gork dn2 plants, 
which both express a GORK dominant negative mutant polypeptide (O- (A-C 
Left) Typical examples of Inward and outward currents recorded (n whole 
protoplasts. The current traces obtained at +80 mV in the gork-1 and the 
gork-dnl protoplasts a re shown at xiOscale for easier visualization of kinetics 
In Band C Right (dotted line, zero current level). Current-voltage relationships 
at steady state (means ± SE; n = 9 for wild type, 8 for gork-1, 5 for gork-dnl , 
and 5 for gork-dn2) are shown (Right). The bath and pipette solutions con- 
tained 100 mM potassium glutamate. The voltage steps ranged between -200 
and +80 mV in 20-mV increments from a holding potential of —60 mV. 



Stomatal closure was strongly altered in the gork-1 and, to a 
lesser extent, in the gork-dnl plants (Fig. 3 A and B). indicating 
that GORK activity was required for efficient stomatal closure. 
On the other hand, the gork-1 mutation weakly increased 
light-induced stomatal opening (Fig. 3C). It is worth noting, 
however, that gork-1 peels consistently displayed slightly larger 
apertures, e.g., by 10-15% at the end of the 3-h light pre treat- 
ment in Fig. 3 A and B (t = 0). 

Excised Rosettes from gork-1 Plants Display Increased Transpirational 
Water Loss. As a first step in investigating the role of GORK in the 
control of leaf transpiration, we measured water loss (decrease 
in weight) of rosettes excised from wild-type,£orA:-/, 01 \ gork-dnl 
plants. The gork-1 rosettes displayed greater water loss than the 
wild-type ones, by «*35% during the first hour after the excision 
(Fig. 4). The gork-dnl rosettes displayed an intermediate phe- 



Hosy et aV. 



PNAS I April 29, 2003 j vol. 100 | no. 9 | 5551 



72 



A ABA-induced closure 

B 4i 




0 I 1 1 1 1 1 » 

B Dark-induced closure 




C Light-induced opening 




Time (min) 

Fig. 3. Disruption of GORK activity affects stomatal movements. Epidermal 
strips were p ee I ed f rom wild-type (•), homozygous gork-1 (O), or gork-dn1 (<7) 
plants at the end of dark period and transferred to 30 mM KCt and 10 mM 
Mes-KOH (pH 6.5). (,4 and B) Epidermal strips were placed under light for 3 h 
(stomatal opening pretreatment) before stomatal closure was induced (t - 0) 
by adding 20 azobenzenearsonate in the bath solution OA) or switching 
the light off (fl). (O Epidermal peels were kept in darkness for 3 h. Then, the 
light was switched onto induce stomatal opening. Measurements of stomatal 
apertures were performed at various times on the same strips during 3 h. 
Means ± SE from four independent experiments, 60 measurements per 
experiment, are shown). 

notype. This provided the first experimental evidence that 
GORK activity participates in leaf transpiration control. 

Intact Plant Transpirational Water Loss is Increased by the gork-1 
Mutation. In a second set of experiments, the effect of the gork- 1 
mutation on intact plant transpiration was investigated by using 
an experimental setup that allowed us to control the water-vapor 
pressure deficit (0.9 kPa) and to continuously record the plant 
transpiration and CO : fixation rates (open-flow gas circuit). 
Switching light on and off induced an increase and decrease, 
respectively, in transpiration rate, leading to a new steady state 
(Fig. 5,4). Analysis of the steady-state data (Fig. SB) revealed 
that the gork-1 plants displayed higher transpiration rates than 
the wild- type controls, by «*25% in darkness and «=7% in light 
(the latter difference, however, being not statistically signifi- 
cant). The kinetics of the transitions between the 'successive 
steady states were fitted (least-squares adjustment) with first 




Time (min) 

Fig. 4. Disruption of GORK activity results in increased water loss from 
excised rosettes. Rosettes from wild- type (•). gork-1 (O). and gork-dn1 (v) 
plants grown on compost in growth chamber (2 1°C, 70% relative humidity, 8 
h/1 6 h light/dark, 300 nmohnrr 2 *" 1 ) were excised just before the end of the 
light period and transferred to darkness. Water loss was determined by 
monitoring the decrease in fresh weight of the excised rosettes. Means ±SE 
of six independent measurements are shown. The difference in transpiration 
between the wild-type and gork-1 genotypes is statistically sig nif icant (paired 
values. Student's ttest P <§c 0.01). 

order exponential functions to derive the time constants, r (Fig. 
5C), assumed to reflect the rate of stomatal movements. The 
gork-1 mutation was without any significant effect on the rate of 
stomatal opening but resulted in a strong decrease in the rate of 
stomatal closure, the mean r value being shifted from «*12 to 19 
min. The former value is consistent with previous analyses of 
dark-induced stomatal closing in Arabidopsis (24) and of dark- 
induced Rb + efflux kinetics in Commelina (25). 

In another experiment, 6-week-oId wild-type and gork-1 plants 
grown on compost were submitted to a progressive drought stress 
over 7 days, leading to loss of leaf turgor. The gork-1 plants 
displayed higher transpirational water loss (weight loss) than the 
wild-type plants, during both the night and the light periods (Fig. 
6). The relative difference was clearly more important at the end 
than at the beginning of the stress treatment (^30-50% and 
5-15%, respectively), suggesting that the relative contribution of 
GORK to transpiration control is more important in conditions 
of water shortage. 

Discussion 

GORK Encodes the Major Outwardly Rectifying K+ Channel Active in 
the Guard Cell Membrane. In planta (electro)physiological analyses 
have led to the conclusion that release from the guard cell, 
leading to stomatal closure, involves the activity of K + -selective 
slowly activating voltage-gated outwardly rectifying channels (6. 
26). The functional features of these channels characterized in 
vivo in guard cells of Arabidopsis and of a number of other species 
are very similar to those displayed by the Arabidopsis SKOR and 
GORK channels expressed in heterologous systems (10, 27). 
These two channels belong to the so-called Shaker family, which 
comprises nine members in Arabidopsis (7). SKOR is expressed 
in root stelar tissues, where it plays a role in K + secretion into 
the xylem sap (27). RT-PCR experiments have revealed GORK 
transcripts in guard cells and in root hairs (9, 23). This infor- 
mation- supported the hypothesis that the outward K + channel 
active in guard cells was encoded by the GORK gene (in 
Arabidopsis; ref. 10). Here, we show that expressing a dominant 
negative mutant allele of the GORK gene in Arabidopsis leads to 
a strong decrease in the outward K* conductance of the guard 
cell membrane and that disruption of the GORK gene results in 
full suppression of this conductance (Fig. 2). Thus, the present 
data demonstrate that GORK and SKOR are not redundantly 
expressed in guard cells and that functional expression of the 
GORK gene is required for voltage-gated outwardly rectifying 
K + channel activity in the guard cell plasma membrane. The 
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Fig. 5. Effect of the gork-1 mutation on intact plant transpiration in hydro- 
ponic conditions. (A) Typicai examples of transpiration recordings. A single 
hydroponically grown wild-type or gork-1 plant was present in the experi- 
mental chamber. The gray curve shows the difference in transpiration be- 
tween the two plants. (8) Transpiration rates measured asdescribed in A at the 
end of the light and dark periods (means ± SE,four plants per genotype, five 
successive photoperiods taken into account for each plant). (O Time constants 
describing the changes in transpiration rates induced by light or darkness. To 
derive time constants reflecting the rate of stomatal opening and closure, 
experimental kinetics (as those shown in A) describing the changes in tran- 
spiration rates observed when light was switched on or off were fitted 
by exponential equations (dashed lines; least-squares fitting, Levenberg- 
Marquardt algorithm), respectively (means ± SE, four plants, five photoperi- 
ods per plant). Asterisks indicate that the corresponding differences In dark- 
induced stomatal closure (lower bars in B and C) are statistically significant 
(Student's t test, P < 0.01). 



simplest hypothesis is that a single gene, GORK, encodes the 
major voitage-gated outwardly rectifying K + channel character- 
ized in this membrane (6). 

GORK Activity Is Involved in the Control of Stomatal Movements. 

Circumstantial evidence supported the hypothesis that, by me- 
diating K + release, the outward rectifier of the guard cell 
membrane could play a major role in stomatal closure and 
thereby in transpiration control. The reverse genetics approach 
developed in our study provides direct support to this hypothesis. 
The whole set of data indicates that transpiration is more 
important in gork-1 than in wild-type plants, from 10% (Fig. 5) 
up to ~50% (Fig. 6), depending on the environmental conditions 
(water availability in these experiments). Thus, whereas disrup- 
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Fig. 6. Increased contribution of GORK to water savi ng during water stress. 
Wild-type or gork-1 plants were grown in parallel for 6 weeks on compost in 
a growth chamber (20°C, 50% relative humidity, 8 h/16 h light/dark, 300 
fimol'm" 2 * -1 ). The experimental procedure ensured that water loss (decrease 
in weight) resulted from leaf transpiration (mean total leaf area of **90 cm 2 
per plant at this stage). Periodic weighing and watering allowed us to main- 
tain the water content of the compost at «*70% (wt/wt) during this period. 
Then, watering of the plants was stopped (t = 0; beginning of the water stress 
period). Only small amounts of water were daily added to the gork-1 plant 
containers, after weighing the devices, to strictly compensate for the differ- 
ence in transpiration rates between the two genotypes. The compost water 
content of every container decreased in a similar (and almost linear) way, 
whatever the plant genotype. The devices were weighed twice a day, at the 
end of the dark and light periods. The transpirational water loss (mean ± SE; 
n = 9 for the wild-type genotype and 7 for the gork-1 genotype) during the 
dark (A) and light (fi) periods was expressed on a leaf area basis, the plants 
being photographed daily (leaf area determined by using optimas 6.1 soft- 
ware). Plants conspicuously began to suffer from water stress (loss of leaf 
turgor) 4 days after watering was stopped. The differences between the two 
genotypes in A and Bare statistically significant (paired values, Student's ftest, 
P«0.01). 



tion of the guard cell inward K + channel gene KAT1 has been 
found to be without any effect on the regulation of stomatal 
aperture (9), that of the outward channel GORK results in both 
impaired stomatal movements and impaired transpiration con- 
trol. This difference is likely to result from the fact that expres- 
sion of inward K + channel activity in guard cells would involve 
at least two different genes, KAT1 and KAT2 (8), whereas the 
outwardly rectifying K + channel activity relies mainly on a single 
gene, GORK, 

In vitro analyses using epidermal peels are likely to give a 
distorted view of in planta stomatal control because of the lack 
of functional interactions with the surrounding epidermal cells. 
The bioassays shown in Fig. 3 would suggest larger differences in 
transpiration between wild-type and gork-1 plants than those 
observed in Fig. 5. However, this discrepancy could result, at 
least in part, from the fact that hydroponic conditions (Fig. 5) 
lessen the importance of stomata, and thus of GORK activity, in 
the control of transpiration. Indeed, larger differences in tran- 
spirational water loss between the wild-type and gork-1 geno- 
types were observed when the plants were grown in compost and 
submitted to water shortage (Fig. 6). 

Larger steady-state stomatal apertures were found in gork-1 
than in wild-type epidermal peels not only at the end of 
closure-inducing treatments (azobenzenearsonate, darkness; 
Fig. 3 A and B) but also at the end of 3-h light-induced opening 
pretreatments/treatments (experimental points corresponding 
to time 0 in Fig. 3). Consistent with these observations, in planta 
analyses revealed that gork-1 plants displayed higher transpira- 
tion rates than wild-type plants not only in darkness but also in 
light (Figs. 5 and 6). These results suggest that GORK could act 
as a negative regulator of stomatal opening in light, in addition 
to playing a role in stomatal closure. It has been shown that the 
membrane voltage in guard cells can undergo large (> 100 mV) 
and rapid (^10-s period) oscillations between hyperpolarized 
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values allowing K + uptake and depolarized values allowing K + 
release (28). This has led to the hypothesis that control of 
stomatal movements and steady-state aperture depends on 
variations in the pattern of these oscillations, enabling the net 
guard cell K + content to increase or to decrease as a result of 
changes in the balance of K + uptake^ through hyperpolarizat ion- 
activated channels and K + release through depolarization- 
activated channels (28). The proposal that GORK might act as 
a negative regulator of stomatal opening stands coherently 
within the framework of this hypothesis. 

Physiological Significance and Role in Natural Conditions. The avail- 
able information indicates that the dominant solutes involved in 
guard cell osmoregulation and control of stomatal aperture are 
K + salts and sugars (mainly sucrose), depending on the envi- 
ronmental conditions and the time of the day (4, 29). Genetic 
tools allowing the assessment of the relative contribution of these 
solutes and of the mechanisms responsible for their transport 
and accumulation are highly needed. The present data provide 
direct genetic evidence that GORK encodes the major voltage- 
gated outwardly rectifying K + channel expressed in the guard 
cell plasma membrane, its disruption resulting in a dramatic 
decrease in the membrane outward K + conductance. However, 
when grown in standard controlled conditions or even in the 
greenhouse, gor/:-/ plants do not display any obvious phenotype. 
Furthermore, the gork-1 stomata can undergo large movements 
(Fig. 3). This indicates that, in the absence of the GORK 
channel, different processes, likely to involve activity of other K + 
efflux systems, can efficiently contribute to the decrease in 
turgor pressure leading to stomatal closure. Based on the present 
data, it cannot be said whether these processes/systems signif- 
icantly contribute to stomatal closure also In the presence of 
GORK activity or whether they correspond to compensation 
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mechanisms resulting from the loss of GORK activity. It is 
worthy to note that the very low level of CORK current 
remaining in the plants expressing the dominant negative mutant 
channel resulted in a stomatal phenotype closer to that of the 
wild-type plants than to that of the gork-1 plants -(Fig. 3). The 
dominant negative mutant lines could be valuable genetic tools 
to further investigate why stomatal physiology requires the guard 
cell membrane to be fitted with a large voltage-gated outwardly 
rectifying K 4 " conductance. 

In hydroponic conditions, the absence of GORK activity 
resulted in an increase in steady-state transpiration, by **7% in 
light and 25% in darkness (Fig. 5B). During the light-to-dark 
transition, the increase in water toss reached higher percentages 
(up to 40-50%; see the peak displayed by the gray curve in Fig. 
5A) because of the slower closure kinetics during the transition 
from the open to the closed steady state once light was turned 
off. Thus, the contribution of GORK to water saving would be 
more important in natural conditions with fluctuating environ- 
mental conditions requiring rapid adaptation of stomatal open- 
ing (e.g., sudden changes in water-vapor pressure deficit and/or 
light intensity). Also, the data shown in Fig. 6 highlight that 
drought conditions amplify the relative contribution of GORK 
to water saving. Reduced water consumption by «* 10-20% can 
allow the plant to postpone dehydration by several days. Thus, 
the GORK gene is likely to play an important role in drought 
adaptation and to be under high selection pressure in natural 
fluctuating environments. 
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PLANT BIOLOGY. For the article f The Arabiciopsis outward K + 
channel GORK is involved in regulation of stomatal movements 
and plant transpiration," by Eric Hosy, Alain Vavasseur, Karine 
Mouline, Ingo Dreyer, Frederic Gaymard, Fabien Poree, Jossia 
Boucherez, Anne Lebaudy, David Botichez, Anne-Alienor 
Very, Thierry Simonneau, Jean-Baptiste Thibaud, and Herve 
Sentenac, which appeared in issue 9, April 29, 2003, of Proc. Natl. 
Acad. Set. USA (100, 5549-5554; First Published April t, 2003; , 
10.1073/pnas.0733970100), the authors note that the word 'azo- 
benzenearsonate" should have read "abscisic acid" throughout 
the article. This error occurred in line 20 of the abstract; on page 
5551, left column, second line from the bottom; on line 6 of the 
Fig. 3 legend; and on page 5553, right column, 11 lines from the 
bottom. The conclusions presented are unaffected by this 
change. 
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W.2.- Mise au point cTun systeme heterologue vegetal perrnettant la 
caracterisation de canaux ioniques \ 



111.2.1. - Presentation de I'article 2 



Utilite des systemes d'expression heterologue 

Les systemes de transport ionique presents sur les membranes cellulaires conferent a 
celles-ci une conductance electrique c'est a dire une capacite a laisser passer un courant 
electrique lorsque la difference de potentiel transmembranaire le permet. Les differentes 
techniques de "voltage-clamp" permettent d'etudier la conductance electrique 
mernbranaire (le principe du "voltage-clamp" consiste a imposer une difference de 
potentiel a la membrane -ou a un fragment de membrane- et a enregistrer le courant 
electrique qui circule alors; Hodgkin et al., 1952; Neher and Sakmann, 1976). L'interet de 
ces techniques pour !e biologiste est qu'elles donnent des informations sur les proprietes 
fonctionnelles des systemes de transport ionique. Toutefois, dans la plupart des cellules, 
plusieurs types differents de systemes de transport ionique contribuent simultanement au 
courant enregistre sur une cellule entiere. Ce courant dit "macroscopique" est parfois 
difficile, voire impossible, a decomposer. . 

II existe cependant des types cellulaires (ovocytes non fecondes, lignees cellulaires 
ernbryonnaires de mammiferes, etc.) qui n'expriment pas ou peu de systemes 
membranaires de transport ionique et dont la conductance mernbranaire est faible. 
Differentes methodes ont ete mises au point pour exprimer dans ces contextes 
"electriquement silencieux" des systemes de transport ionique heterologues. De cette 
maniere, il devient theoriquement possible d'etudier les proprietes fonctionnelles d'un 
canal ionique, a condition d'avoir clone sa sequence nucleotidique. Du fait que le niveau 
d'expression du canal est relativement eleve, la conductance correspondante domine 
generalement la conductance mernbranaire (cas ou certains systemes endogenes 
seraient exprimes). L'etude des proprietes fonctionnelles du systeme d'interet est done 
theoriquement plus facile que dans son contexte homologue. 



Les cellules mesophylliennes de tabac comme nouveau systeme d'expression 
heterologue? 

Les systemes d'expression heterologues les plus utilises par les electrophysiologistes sont 
les ovocytes de Xenope, utilises pour la premiere fois pour I'expression d f un transporteur 
par Sumikawa et ses collaboratuers (1981) et les cellules COS (Mellon et al., 1981; Gu et 
al., 1990), et HEK (Ukomadu et al., 1992). II s'agit de cellules animales et il n'est pas 
toujours possible d'obtenir une expression fonctionnelle de genes clones chez une plante 
(problemes de stabilite/traduction du transcrit, d'adressage ou de modification post- 
traductionnelle de la proteine, etc.). En effet, si certains canaux vegetaux comme KAT1 et 
SKOR ont pu etre etudies en contexte animal (Nakamura et al., 1995; Gaymard et al., 
1998), certains canaux Shaker (AKT6, AtKC1; Dreyer et al., 1997), les CNGCs (canaux 
censes etre actives par les nucleotides cycliques, codes par une famille de 20 genes chez 
Arabidopsis; Talke et al., 2003) et les canaux anioniques de type CLC (Barbier-Brygoo et 



al., 2000) ne generent aucune activite electrique exogene dans les contextes heterologues 
classiquement utilises. 

Depuis une dizaine d'annee, des laboratoires travaillant sur les plantes tentent de 
mettre au point un systeme depression heterologue vegetale permettant des analyses 
electrophysiologiques. Pour cela, des cellules de plantes electriquement silencieuses pour 
certains ions (essentiellement chlorure ou potassium) sont recherchees. 

En 1993, I'etude par Van Duijn et ses collaborateurs des conductances potassiques 
sur des cellules de tabac en suspension revele la presence de conductances potassiques 
endogenes sortantes et entrantes pour la majorite des cellules (Van Duijn et al., 1993). 
Des conductances similaires sont observees sur la membrane des protoplastes de cellules 
mesophylliennes d'Arabidopsis. 

En 1998, Bei et Luan constatent que les protoplastes de cellules mesophylliennes 
de tabac ne possedent pas de conductances potassiques entrantes, ce qui 
potentiellement les rend utilisables comme systeme heterologue (Bei and Luan, 1998). 
Afin d'exprimer le canal KAT1 dans ce type cellulaire, ils transforment du tabac de fagon 
stable (inoculation de disque de feuille par la bacterie Agrobacterium t puis regeneration 
de cals; Horsch et al., 1985) afin d'obtenir des plantes transgeniques exprimant 
constitutivement le gene KAT1. L'enregistrement des courants sur les protoplastes de 
cellules mesophylliennes de tabac transgeniques revele la presence de courants aux 
proprietes comparables a celles des courants catalyses par le canal KAT1 dans les 
systemes heterologues animaux. Ce protocole a done permis pour la premiere fois, la 
caracterisation d'un canal vegetal dans un systeme heterologue vegetal. Cependant 
I'obtention d'agrobacteries recombinantes, la transformation des plantes ainsi que leur 
regeneration limite ('utilisation de ce systeme. 



Une methode d'utilisation des protoplastes de mesophylle de tabac pour 
/'expression heterologue : localisation subcellulaire et patch-clamp 

Les cellules mesophylliennes de tabac sont un materiel biologique interessant pour deux 
raisons majeures : elles ne presentent que de faibles conductances potassiques entrantes 
endogenes et leur mode de transformation transitoire est deja bien mattrisee puisque, 
depuis pres de dix ans, ces cellules sont utilisees en tant que systeme vegetal 
d'expression transitoire de proteines fusionnees a la GFP afin d'etudier la localisation 
sub-cellulaire et le mode d'adressage de ces proteines vers les differents compartiments 
cellulaires (Sheen et al., 1995; Plautz et al., 1996). 

En couplant ces avantages nous avons pu mettre au point un nouveau systeme 
d'expression transitoire de canaux potassiques dans des protoplastes de cellules 
mesophylliennes de tabac. Les cellules sont transformees suite a un traitement au PEG 
par un plasmide contenant a la fois le gene de la GFP permettant de reperer les cellules 
transformees et I'ADNc codant le canal etudie, les deux genes etant sous le controle de 
deux promoteurs identiques. 

Dans un premier temps, nous avons teste ce systeme en transformant les cellules de 
tabac avec le gene codant le canal KAT1 dont les proprietes fonctionnelles sont deja 
connues. Toutes les cellules fluorescentes presentaient des courants potassiques 
identiques a ceux enregistres auparavant sur les differents systemes heterologues 
animaux exprimant KAT1. Ces resultats valident ce systeme en montrant d'une part que 
I'expression du gene de la GFP est un bon marqueur des cellules exprimant le gene 
d'interet, et d'autre part que les courants potassiques endogenes entrants sont 



suffisamment faibles pour ne pas interferer avec les courants conduits par le canal 
exprime. Nous avons ensuite tente d'exprimer le canal AKT1 qui ne catalyse de courants 
ni dans les cellules COS ni dans les ovocytes -de xenope. Des courants de forte intensite 
ont pu etre enregistres sur les membranes des cellules fluorescentes et -leurs 
caracteristiques d'activatioti et de selectivity sont identiques a celles des courants AKT1 
deja observes en cellules Sf9 et in vivo sur des protoplastes de racines d'Arabidopsis 
thaliana (Gaymard et al., 1996; Reintanz et al., 2002). 

Nous proposons done Tutilisation de cellules mesophylliennes de tabac comrne nouveau 
systeme d'expression heterologue de canaux potassiques entrants et eventuellement 
d'autres systemes de transport. 



79 



Plant Methods «.m£L™i 



Open Access 



Methodology 

A procedure for localisation and electrophysiological 
characterisation of ion channels heterologously expressed in a plant 
context 

E Hosy* 1 - 2 , G Dubyt 1 - 3 , A-A Very 1 ,; A Costa 14 , H Sentenac* and J-BThibaud* 1 

Address: 'Hiochimie et Physiotogie Moleculaires des Plantes, LI MR 5004, Agro-M/CNRS/INRA/LIM2, 1-34060 Montpellier Cedcx I, Trance, 
^Present address: Uboraioire de Biophysique Moleculaire et Cellulaire. LIMR 5090, CtA-DRDC-BMC 1 7 rue des Martyrs, F-3S054 Grenoble Cedex 
9, France, ^Present address: Unite dc Biochimie Physiologique, Institut des Sciences de la Vie, Untversite Catholique Lou vain, Place Croix du Sud, 
5-15, 134S Louvain-ta-Neu\ r e, Belgium and 4 Present address: Division of Biology, Cell and Developmental Biology Section, and Center for 
Molecular Cenetks, University of California San Diego, CA 92093-0 11 6 La lolla, USA 

Email: E Mosy - ehosy@cea.rr; C Duby - duby@fysa.ucl.ac.be; A-A V£ry -very@ensan-i.inra.fr; A Costa - acosta@ucsd.edu; 
II Sentenac-sentenac@ensam.inra.fr; l-B'lhibaud" -lliibaud@ensam.inra.fr 
* Corresponding author I Equal contributors 



Published: 1 9 December 2005 Received: 30 September 2005 

Wont Methods 2005. 1:14 ctoi: 10.1186/ 1 746-481 1 -I - 1 4 Accepted: 1 9 December 2005 

This article is available from: http://wv.fw.plantrnethods.eom/content/l/l/l4 
© 2005 Hosy etal; licensee BioMed Central Led. 

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.Org/Hcenses/by/2.0 ). 
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited 



Abstract 

Background: In silico analyses based on sequence similarities with animal channels have identified 
a large number of plant genes likely to encode ion channels. The attempts made to characterise 
such putative plant channels at the functional level have most often relied on electrophysiological 
analyses in classical expression systems, such as Xenopus oocytes or mammalian cells. In a number 
of cases, these expression systems have failed so far to provide functional data and one can 
speculate that using a plant expression system instead of an animal one might provide a more 
efficient way towards functional characterisation of plant channels, and a more realistic context to 
investigate regulation of plant channels. 

Results: With the aim of developing a plant expression system readily amenable to 
electrophysiological analyses, we optimised experimental conditions for preparation and 
transformation of tobacco mesophyll protoplasts and engineered expression plasmids, that were 
designed to allow subcellular localisation and functional characterisation of ion channels eventually 
in presence of their putative (possibly over-expressed) regulatory partners. Two inward K + 
channels from the Shaker family were functionally expressed in this system: not only the compliant 
KATI but also the recalcitrant AKT I channel, which remains electrically silent when expressed in 
Xenopus oocytes or in mammalian cells. 

Conclusion: The level of endogenous currents in control protoplasts seems compatible with the 
use of the described experimental procedures for the characterisation of plant ion channels, by 
studying for instance their subcellular localisation, functional properties, structure-function 
relationships, interacting partners and regulation, very likely in a more realistic context than the 
classically used animal systems. 



Page 1 of 14 

(page number not for citation purposes) 



80 



Plant Methods 2005, 1 :14 http:/Avww.plantmethods.corri/content/1/1/14 



Background 

Ion channel activity is essential to living cells in both 
plants and animals. Classical (or "forward") electro physi- 
ology consists in measuring the cell membrane conduct- 
ance and in deciphering this complex parameter towards 
the identification of die underlying ion transport systems 
and subsequently in getting as much information as pos- 
sible on their functional properties, pharmacology, regu- 
lation and integration in cellular functions. In the late 70's 
to early SO's, the invention of the patch-clamp technique 
allowed this to be performed down to the molecular "sin- 
gle channel" level. At about the same time, came another 
breakthrough: the cloning of genes encoding ion pumps 
and channels enabled the inception of what could be 
named "reverse" electrophysiology, i.e., taking a road that 
leads from the ex-situ characterisation of a given ion trans- 
port system to its function in the cell or organism. Since 
the early characterisation of an acetylcholine receptor and 
a Na + channel of electric fish (l,2j, this route has increas- 
ingly been taken while the knowledge of genomes became 
available. 

In plants, ion channels are acknowledged to play crucial 
roles in transport of nutrient ions and control of mem- 
brane potential, and to be players or final targets of signal 
transduction pathways [3]. In plant/i, electrophysiological 
analyses have revealed a wide array of ion channels, differ- 
ing in their ionic selectivity (anion or cation channels, 
selective cation channels permeable to either K + or Ca 2+ , 
poorly selective channels, etc.), or in their activation 
mechanism (voltage-gated, stretch -activated, or ligand- 
gated channels). To date however, the molecular struc- 
tures mediating many ionic currents described in vivo 
remain to be identified. Only a few plant channels, most 
of them belonging to the Shaker family [4], have been 
characterised at the molecular level and correlated with 
physiological functions. Little is known at the molecular 
level about non-selective cation channels, Ca 2+ channels, 
stretch -activated channels or anion channels. 

A convenient and realistic heterologous expression system 
is a prerequisite for successful "reverse" electrophysiology 
investigations. An ideal system should consist in cells 
devoid of endogenous ion transport activity ("electrically 
silent") and widely permissive in terms of foreign gene 
expression. The most widely used systems, Xenopus 
oocytes [5] or cell lines such as COS, Sfi or HEK cells [6- 
10] do not fulfil this key requirement, but they generally 
offer acceptable compromises. Plant electro physiologists 
have however experienced that strategies relying on heter- 
ologous expression in animal contexts are often poorly 
efficient for characterisation of plant ion channels. For 
example, this has been true for some Shaker- like K + chan- 
nels [111, cation channels from the putative cyclic nucle- 
otide gated channel (CNGC) family [12|, glutamate 



receptors [13,14] and anion channels (CLCs) [ 15|. Such 
difficulties might be due to problems in RNA translatabil- 
ity and protein targeting, or to differences in post-transla- 
tional modifying processes or in control by interacting 
protein partners, between the plant native context and the 
animal heterologous one. Surprisingly, in some cases, 
after several failures to characterise a given plant channel 
in different animal expression systems, the use of another 
animal system can open the way to functional analyses. 
This has been the case for the Arabidopsis Shaker K + chan- 
nel AKT1, which is electrically silent when expressed in 
Xenopus oocytes [It] but gives rise to hyperpolarisation 
activated inward currents when expressed in insect cells 
[16). However, the search for the suitable system will 
remain quite empirical until the reasons why a given 
channel is expressed in a functional state or not in a given 
animal system are discovered. 

Bei and Luan opened the way towards a "green" heterolo- 
gous expression system when they found that tobacco 
mesophyll protoplasts are devoid of K + inward currents 
and demonstrated that the KAT1 Shaker channel could be 
heterologoulsy expressed and subsequently characterised 
therein [17]. The stable transformation protocol by Agro- 
bacterium infiltration of leaf disks and subsequent regen- 
eration of a plant [18], however, is time consuming. 
Another drawback of this method is that ubiquitous 
expression of some transgenes may, in some instances, 
prevent the regeneration of a transformed plant that is 
required to obtain mesophyll protoplasts, or induce inop- 
portune transcriptome modifications. On the odier hand, 
the transient expression of protein-CFP fusions in tobacco 
cells has been used since about 8 years to study the target- 
ing of proteins [19,20] suggesting possible use of these 
cells for electrophysiological characterisation of electro- 
genic transport systems [21]. Based on this, we developed 
a new procedure relying on transient transformation of 
tobacco mesophyll protoplasts. Vectors (available upon 
request) were engineered that allow selection of the trans- 
formed protoplasts (GFP reporter), expression of CFP- 
tagged or untagged proteins (for subcellular localisation 
and electrophysiological analyses, respectively), and co- 
expression of two different proteins in order to investigate 
their functional interactions. A PEG-mediated transforma- 
tion protocol was adapted and the potential usefulness of 
the method was assessed by functional expression of the 
AKTl channel, a result that had not been obtained in 
Xenopus oocytes or COS cells as mentioned above. The 
whole set of data indicates that the method can indeed 
provide a new way to functional analyses of plant ion 
channels. 
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Figure I 

Expression vectors engineered for transformation of 
tobacco mesophyll protoplasts. (A) pLoc. This vector 
carries a single over-expression cassette. The green fluores- 
cent protein cDNA ("GFP") is framed by a strong promoter 
("EN50PMA4 M ) and a terminator ("T"). Three restriction 
sites (Bgl II, BamH I, Kpn I) are available for in-phase cloning 
of another cDNA. "ATG" indicates the first GFP codon. This 
vector allows the expression of fusion polypeptides with a 
GFP-tag in C-terminal for localisation purpose. (B) 
pFunct+Tag. This vector carries two expression cassettes 
both featuring the EN50PMA4 promoter and the T termina- 
tor. The first cassette encodes the GFP alone and the second 
one displays two restriction sites (Xho I, Sma I) for cDNA 
cloning. pFunct+Tag is used for functional expression of the 
recombinant cDNA while fluotagging transformed cells. (C) 
pFunct. This vector has the same construction as pFunct+Tag 
but the GFP cassette is absent. It is used, in combination of 
pLoc or pFunct+Tag t when two cDNAs are to be co- 
expressed (see text). EN50PMA4 is a tobacco enhanced pro- 
moter (see "Methods"); and T: is the nopaline synthase ter- 
minator of Agrobacterium tumefaciens. These vectors were 
obtained in a pTZ-l9U plasmid (Stratagene, Lajolla, CA, 
USA) background. 



Results 

Genetic constructions for transient expression in tobacco 
protoplasts 

Expression pi asm ids were engineered to display the fol- 
lowing key features: (i) tagging of transformed cells, (ii) 
obtaining high expression levels of the studied protein(s), 
(iii) allowing both subcellular localisation and functional 
characterisation of the protein(s) of interest. 



Selection markers such as antibiotic resistance or GUS 
staining are not suited to selection of protoplasts intended 
for patch-clamping. We therefore opted for a CFP-based 
selection. Indeed, GFP is easily expressed in plant cells 
with few or no drawbacks, when not fused to another pro- 
tein. Fusion of GFP to membrane proteins, K> channels in 
our case, can be a solution for both detecting transformed 
cells and studying tagged-polypeptides [21]. It cannot be 
excluded, however, that, in some instances, tag-fused 
polypeptides display altered function and/or impaired 
multimeric assembly or interaction with regulating factors 
[22], Therefore, vectors were constructed to enable either 
expression of the protein of interest fused to GFP for sub- 
cellular localisation, or co-expression of this protein and 
of GFP for functional characterisation purposes, as 
detailed below. 

Four plasmids containing one or two expression cassettes 
were constructed. Each expression cassette was featured 
with the EN 50PM A promoter and the nopaline synthase 
terminator of Agrobacterium tumefaciens (noted Tin Figure 
1 ), a combination previously used for transient expression 
of mitochondri a- targeted GFP in tobacco protoplasts 
[23]. The EN50PMA promoter consists of the pma4 
(rjasma membrane H + -ATPase isoform #iL gene) pro- 
moter in which the CaMV 35S enhancer is inserted at 
position -50 upstream from the transcription start of the 
pma4 gene. This promoter has been shown to yield expres- 
sion levels at least ten fold higher than the classical CaMV 
35S promoter [24]. 

In the first plasmid, called pLoc, a short polylinker (made 
of three restriction sites) was inserted between ENJ50PMA 
and the GFP-coding sequence (Figure 1A). This plasniid, 
expressing a CFP-tagged polypeptide with the polypeptide 
cDNA (free from STOP codon) cloned at the polylinker in 
frame with GFP, was used for subcellular localisation. 

The second plasmid, called pFunct+Tag contained two 
expression cassettes, separately expressing the cloned 
polypeptide cDNA and GFP (Figure IB). It was used for 
both functional expression of the polypeptide and fluo- 
tagging of transformed protoplasts. 

The third plasmid, called pFunct, contained one single 
expression cassette allowing expression of the cloned 
polypeptide without a GFP-tag (Figure 1C). It can be used 
in co-transformation experiments. In such experiments, 
this vector, recombining one cDNA, can be co-expressed 
with either the pLoc or pFunct+Tag plasmids, recombining 
another cDNA, thereby allowing the study of interactions 
between the two encoded polypeptides, regarding their 
subcellular localisation or functional properties, respec- 
tively. 
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In control experiments, empty "pLoc vector was used to 
express GFP alone. This was made for electrophysiological 
analysis of control protoplasts having undergone the 
transformation process without expression of a foreign 
cDNA (except GFP). 

Preparation and transformation of tobacco protoplasts 

Tobacco leaf protoplasts have been obtained and subse- 
quently transformed for GFP-enabled localisation pur- 
poses since about a decade [25,26]. We experienced, 
however, that obtaining protoplasts readily amenable to 
patch-clamp experiments required the digestion, purifica- 
tion and transformation steps to be optimised as 
described below (see the proposed protocol in "Meth- 
ods"). The duration of digestion appeared to be critical for 
the success of patch-clamp experiments. Despite the fact 
that a high transformation efficiency was obtained on 15- 
hour digested cells, a 19-hour digestion time resulted in 
an increased gigaseal success rate, probably because of an 
improved accessibility of the patch pipette to the cell 
membrane. A high density solution (ML06) was added to 
the final incubation medium (see "Methods") in order to 
increase the solution density and to separate, after a 7 
minute-centrifugation at 1 10 g, the alive and floating pro- 
toplasts from the sediment ed dead ones. Performing the 
digestion and the transformation in the dark and subse- 
quently keeping the protoplasts in the dark at 19°C until 
patch-clarnping, also facilitated gigaseals probably 
because darkness and moderate temperature slowed new 
cell wall synthesis. 

The transformation was performed widi a PEG-mediated 
technique. Several polymers of PEG were tested at differ- 
ent concentrations and the best yield of transformation 
(averaging 20%) was obtained with a 25% (w/v) concen- 
tration of PEG-6000. The elect roporation transformation 
technique was also tested but a lot of cells did not with- 
stand the electrical pulse and the yield of transformation 
was around 5%. Moreover, this technique requires a lot of 
DNA (30 ug) and cells (1.5 10 s cells/transformation) [27] 
whereas, in our conditions, the PEG technique requires 5 
(ag DNA and around 5.10 5 cells only per transformation 
[28]. A critical step for transformation is purity of the 
DNA. In our experiments, Nucleobond® AX affinity col- 
umns (Macherey-Nagel, Duren, Germany) were used for 
DNA purification and a drastic decrease in the efficiency 
of transformation was observed when old DNA prepara- 
tions (> 1 month) or DNAs prepared by cell lysis and eth- 
anol precipitation were used. 

Tobacco mesophyll protoplasts show weak inward K* and 
Ct currents 

The native plasma membrane conductance of tobacco 
mesophyll protoplasts was investigated to test whether 
they could be used as hosts to express K + (or cation ic) or/ 



and CI" (anionic) channels. The patch-clamp technique 
was applied to non-transformed and to GFP-tagged 
(transformed with empty pLoc vector) protoplasts. In both 
cases, similar recordings were obtained revealing that the 
native membrane conductance was modified neither by 
the PEG treatment nor by expression of GFP, and that the 
PEG treatment did not alter the membrane amenability to 
patch-clamping (not shown). 

Two patterns of native inwardly- rectifying K + currents 
could be observed during hyp erpol a rising pulses. About 
one third of the cells displayed virtually no inward current 
(Figure 2C). The other cells displayed low intensity (9 ± 3 
pA.unr 2 (n = 9) at -200 mV) currents, which activated 
instantaneously upon hyperpolarisation below -140 mV 
(Figure 2B), and which were insensitive to Cs + , a classical 
K + channel blocker (not shown). 

Large (45 ± 13 pA.unv 2 (n = 10) at +100 mV) outwardly- 
rectifying K + currents were activated by depolarising 
pulses (Figure 2C). These currents were probably due to 
the activity of Shaker channels as they displayed activa- 
tion kinetics and extracellular potassium dependence 
reminiscent of those described for SKOR and GORK Ara- 
bidopsis outwardly- rectifying Shaker channels {29-3 1], 

An average current-voltage relationship of control proto- 
plasts (transformed with empty pLoc vector) is shown in 
Figure 2D. The low intensity of the instantaneous inward 
K + current seems compatible with the use of tobacco mes- 
ophyll protoplast as an expression system for heterolo- 
gous inward K + channels. 

Native anionic currents in these mesophyll protoplasts 
were recorded when Cl* ions were the sole diffusible ani- 
ons in both bath and pipette solutions (Cs + being added 
to block the K + currents). Outward currents were recorded 
(30 ± 9.6 pA.unv 2 (n = 1 0) at +100 mV r Figure 2E-F), indi- 
cating that depolarisation-activated anion channels dom- 
inated the anionic conductance. 

In summary, due to their moderate native conductances, 
tobacco mesophyll protoplasts seemed usable for charac- 
terisation of heterologously expressed K + (cation)- or Cl* 
(ani on) -selective channels, preferably those channels 
mediating inward currents and possibly those mediating 
outward currents, provided that high heterologous expres- 
sion level can be achieved. 

Functional expression and localisation of two inward K* 
channels 

In the following, the use of tobacco protoplasts for tran- 
sient expression of functional channels was evaluated 
with two model inwardly- rectifying Shaker channels 
cloned from Arabidopsis: AKT1 \32\ and KATl[33l. 
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(A) (B) 




0.5 s 



Figure 2 

Native K + and CI- currents in tobacco mesophyll protoplasts transformed by the empty pLoc vector. (A, B) Typi- 
cal recordings illustrating the two patterns of whole-cell inward K + currents elicited by membrane hyperpolarisation. 35 % of 
the patch-clamped protoplasts displayed the "no-current" pattern shown in (A). 65 % of the patch-clamped protoplasts dis- 
played the voltage-dependent instantaneous weak current pattern shown in (B). (C) Typical recordings of whole-cell outward 
K + currents elicited by membrane depolarisation on the same protoplasts as in (A) and (B). The voltage steps ranged from -60 
mV to -200 mV (A, B) and from -40 mV to + 1 00 mV (C) in +20 mV increments, from a holding potential of -40 mV. The sym- 
bol above the records in a-c indicates the time of "steady-state" current sampling. (D) Average (mean ± SE, n = 10) of native 
steady-state K + currents in tobacco mesophyl! protoplasts plotted against membrane potential. (E) Typical recordings of native 
whole-cell Ch currents recorded in protoplasts exposed to CsCI in pipette and extracellular solutions (see "Methods"). The 
voltage steps ranged from -202 mV to +58 mV in +20 mV increments and the holding potential was -22 mV. Dashed line marks 
zero current level. The symbol above the records indicates the time of "steady-state" current sampling. (F) Average (mean + 
SE, n = 10) of native steady-state Ckcurrents in tobacco mesophyll protoplasts-plotted, against. membrane potentiaLV-oltage 
dependence, at steady state, of the native chloride currents in tobacco mesophyll protoplasts (means ± SE; n = I0). E CI , E Cs and 
E Ca represent equilibrium potentials for Ch Cs + and Ca 2 * respectively (see detailed content of bath and pipette solutions in 
"Methods"). 
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(C) KAT1 




(E) AKT1 ::GFP 



KAT1::GFP 



FM4-64 




Figure 3 

Functional expression and subcellular localisation of AKTI and KATI channels in tobacco mesophyll proto- 
plasts. (A) and (C) Typical recordings of the whole-cell inward and outward K + currents in patch-clamped tobacco tnesophyll 
protoplasts respectively transformed with AKTI -carrying and KATI -carrying p>Funct+Tag vectors. The voltage steps ranged from 
-200 mV to + l 00 mV in 20 mV increments. The holding potential was 0 mV and -40 mV respectively for AKT I and KATI 
expressing protoplasts. The symbol above the records in a and c indicates the time of "steady-state" current sampling. (B) and 
(D) Current-voltage relationships at steady state in control tobacco mesophyll protoplasts (closed circles in both B and D) and 
in AKT I -expressing (open squares in B) and KATI -expressing (open circles in d) ones (means ± SE; n = I 6 for AKTI , n = 1 3 
for KATI ). (E, F) Confocal microscopy sections of protoplasts transformed with AKT/ -carrying (E) and KAT/ -carrying (F) pLoc 
vectors. The left panels display protoplast sections analysed for the GFP fluorescence, the middle panels the same seccions ana- 
lysed for chloroplast auto-fluorescence and FM4-64 fluorescence and the right panels the overlay of the two former panels 
with the transmission light image from the same protoplast section. FM4-64 was 50 |iM in both (E) and (F) and was incubated 
for 10 min on ice in (E) and for 40 min at room temperature in (F). Some places where GFP and FM4-64 fluorescence co-local- 
ises are marked by white arrows in (F). Scale bar ==.20 fim. 
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AKTl had to be tested as it has only been functionally 
expressed in 5/9 (insect) cells [16] and yeast cells [32,34 J, 
but neither in Xenopus oocytes nor in COS cells so that this 
channel has been much less studied than KATl. In con- 
trast, the activity of KATl has successfully been recorded 
in a large set of heterologous expression systems: Xenopus 
oocytes [35,36], COS cells [37], Sf9 cells [38], yeast cells 
[34,39], tobacco mesophyll protoplasts [17] and View 
fciha guard cell protoplasts [21]. This strikingly compliant 
plant Shaker subunit has therefore been the most exten- 
sively described one, becoming the model plant Shaker 
channel for structure-function analysis. It was here used as 
a positive control of the usability of the transiently trans- 
formed tobacco protoplasts. 

When patch-clamped, the GFP-labelled protoplasts trans- 
formed with the pFunct+Tag-AKTl vector displayed exoge- 
nous voltage-gated K + currents, activating below a ca. -40 
mV voltage threshold, exhibiting time dependent activa- 
tion and inward rectification (Figure 3A) and reversing at 
a membrane potential close to the equilibrium potential 
for K + ions (not shown). These currents were similar to 
those observed in S/9 cells infected by AKTl -recombinant 
bacculoviruses [16] or to the native ones recorded in root 
hairs of atkcl-1 knock-out plants, which are likely to 
express homomeric AKTl channels [40]. An average 
(mean ± SE, n = 16) steady-state current/voltage curve for 
control and AKTl -expressing protoplasts is shown (Figure 
3B) to highlight the marked change in inward currents, 
the outward currents being unchanged. 

Electrophysiological recordings on pFunct+Tag-KATl- 
transformed protoplasts revealed large exogenous inward- 
rectifying K + currents, which exhibited typical features of 
KATl currents [41], such as a time-dependent activation 
below a negative voltage threshold (here, ca. -120 mV; 
Figs. 3c and 3d). 

The values of the voltage-gating parameters (activation 
threshold potential and, when available, so-called "Boltz- 
mann" parameters, i.e. half-activation potential and 
apparent gating charge) previously obtained either in 
native or in heterologous contexts for AKTl and KATl 
channels are compared to the ones obtained for these 
channels in the present work (Table 1). It appears that the 
values of these parameters depend on the expression con- 
text but that the present ones obtained in tobacco are 
closer to those obtained in the native context [Arabidopsis) 
than those obtained in animal or yeast cells. 

Protoplasts transformed with the pLoc-AKTl vector dis- 
played a green fluorescence distribution (Figure 3E, left 
photograph) suggesting targeting of the AKT1::GFP fusion 
protein to the cell plasma membrane. This was assessed by 
the green fluorescence co-localisation (Figure 3E, right 



photograph) with the red fluorescence of the membrane- 
marker FM4-64 (10 min incubation, Figure 3E, middle 
photograph). This pattern contrasted with the one dis- 
pla>'ed by protoplasts expressing CFP alone (not shown 
here but see Figure 4A, below). The membrane localisa- 
tion of the GFP fluorescence in pLoc-AKTl transformed 
protoplasts was fairly stable. 

The situation was quite different with pLoc-KATl trans- 
formed protoplasts: the KATl -attached GFP fluorescence 
was found essentially localised to 1 to 4 urn diameter 
structures (Figure 3F, left). These structures were assumed 
to be endocytic vesicles [42]. In order to check this 
hypothesis, the FM4-64 dye was incubated for 40 min 
with the protoplasts (Figure 3F, middle), a time allowing 
endocytic vesicles that appear upon vesicular internalisa- 
tion of the plasma membrane to be labelled [43]. Many 
KATl ::GFP-labelled structures also displayed the red FM4- 
64 fluorescence (Figure 3F, right), suggesting that 
KAT1::GFP had undergone endocytosis. Similar intracel- 
lular GFP-labelled structures were already observed in 
KATl ::GFP- expressing Vicia guard cells and were also sug- 
gested to belong to the endocytic pathway [21]. 

Co-expression of two polypeptides 

The possibility of obtaining co-expression of two distinct 
polypeptides located on two different plasmids, as 
reported previously [28], was also tested using the present 
experimental procedures. PEG-mediated transformation 
of tobacco mesophyll protoplasts was attempted with a 
mixture of an empty pLoc vector and either pFunct-AKTl or 
pFunct-KATl . After this step, those cells having integrated 
the latter vector were spotted by green fluorescence. When 
patch-clamped, all the GFP-tagged protoplasts (of 25 
AKTl co-transformed protoplasts or of 23 KATl co-trans- 
formed ones) displayed exogenous currents (of AKTl - and 
KATl -type, respectively). This evidenced that both vectors 
present in the transformation mixture were expressed in 
100% of the transformed protoplasts. 

Transformed protoplasts can be used for at least 24 hours 
in patch-clamp experiments 

To determine the best conditions for patch-clamp record- 
ings in transformed tobacco protoplasts, the kinetics of 
green fluorescence apparition (reporting the expression of 
the exogenous proteins) and the kinetics of the wall 
reconstruction (limiting the access to the membrane for 
the pipette) were studied. 

In a preliminary step, it was verified that every cell har- 
bouring GFP expression that was patch-clamped dis- 
played an exogenous conductance due to the activity of 
the studied channel (KATl and AKTl channels being used 
as controls for functional expression of heterologous 
polypep tides). Green fluorescence (Figure 4 A, left) was 
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Table I : A. comparison of the values of voltage-gating parameters of KATI and AKTI 
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detectable as soon as 4 hours after the transformation step 
and the number of GFP-labelled cells subsequently 
reached a plateau by 55 hours following the transforma- 
tion event (Figure 4B). Once this steady-state was reached, 
the yield of transformation could be estimated: it aver- 
aged 20 %. Interestingly, with respect to this final ratio of 
GFP-tagged cells, the time-course of the proportion of 
cells showing green fluorescence was fairly reproducible 
and poorly dependent on whether a channel was co- 
expressed or on which construct was used for this co- 
expression (Figure 4B). Operationally, one GFP-tagged 
cell amongst fifteen is an acceptable threshold for 
attempting patch-clamping on a cell culture dish. Hence, 
with a transformation efficiency of 20 %, the number of 
GFP-tagged cells on a dish was large enough to attempt 
patch-damp recordings about 12 hours after the transfor- 
mation process (Figure 4B). 

In a second set of experiments, detection of cell wall 
regeneration by transformed protoplasts was monitored 
(Figure 4 A, middle and right), using the calcofluor dye 
(Fluorescent brightener 28; Sigma). Except for the ca, 15 
% of mis-digested protoplasts, which were stained imme- 
diately after the transformation, the first neo-synthesised 
cell wall pieces could be detected by 20 hours after the 



transformation (Figure 4C). Expression of GFP or both 
GFP and channel did not merely change the wall synthesis 
kinetics (Figure 4C). Sixty to 70 % of the protoplasts had 
synthesised (pieces of) a new wall by 40-45 hours after 
the transformation (Figure 4C), so that it became subse- 
quently difficult to get good access to the membrane with 
the patch pipette. 

These observations mean that the patch- clamp recordings 
can begin 12 hours after the transformation (expression 
time) and die currents can be measured up to 40 hours 
after the transformation. The time window for protoplasts 
usability is therefore at least 24 hours wide (Figure 4D). 
Interestingly, current intensity at -200 mV (here related to 
channel expression level) did not markedly increase with 
time after transfomnation (Figure 4E) and the expression 
level of channels in the membrane was high enough to 
record macroscopic currents as soon as GFP fluorescence 
was detectable. 

In an attempt to extend the time allowed for patch-clamp- 
ing the newly synthesised cell wall was exposed to the 
previously used digest solution or to a solution enriched 
in enzymes. After 1, 2 or 5 hours of digestion, however, 
the quality of cell membrane obtained did not allow 
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Figure 4 

Windowing the time allowed for patch-clamp recordings. (A) Confocal microscopy sections of tobacco mesophyll 
protoplasts transformed with empty "localisation" plasrnids (control protoplasts). Left panel: protoplast analysed for GFP 
detection. Middle and right panels: images of protoplasts bathing in calcofluor dye solution respectively without and with wall. 
Bar = 20 Jim. (B) Time-course of GFP expression in transformed tobacco mesophyll protoplasts. The number of cells display- 
ing GFP expression at a given time after transformation is expressed as a percentage of the number of cells which finally (55 
hours after transformation) expressed GFP. Closed symbols: 3 independent transformations with empty pLoc ("GFP"). Open 
symbols: 2 independent transformations with pFunct+Tag-KAT f ("channel+GFP"). About 500 transformed cells were consid- 
ered for each experiment. Line represents exponential fit of the data. (C) Time-course of cell wall regeneration. The cell wall 
was marked with calcofluor dye. A cell was considered to have a wall if part of its surface showed blue staining. Each point rep- 
resents about 200 protoplasts. Triangles and circles represent protoplasts transformed respectively with empty pLoc and 
pFunct+Tag-KAT I . Dark symbols represent all the protoplasts and open symbols those displaying green fluorescence. Line rep- 
resents sigmoidal fit of the data. (D) Operational time window for patch-clamp recordings. Superimposition of the GFP appari- 
tion and cell wall synthesis fitted curves allows determination of a time frame for patch-clamp experiments (see text). (E) Time- 
course of the amplitude of steady-state currents recorded at -200 mV in tobacco mesophyll protoplasts transformed with 
pFunct+Tag-KAT I (dark symbols) or pFunct+Tag~AKTI (open symbols). 
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gigaseals. It could be hypothesised that isolated proto- 
plasts generated walls with a composition different from 
that of leaf mesophyll cell walls, and that the enzyme 
cocktail could not permit a complete new digestion. 

Discussion 

in vitro tobacco culture is straightforward and tobacco 
mesophyll cells can be obtained in large amounts so that 
the efficiency of the protoplast preparation is not limiting. 
The size of these cells is well adapted to the patch-clamp 
technique, and we observed that the synthesis of a new 
cell wall, which makes patch-clamping difficult can appre- 
ciably be slowed if cells are kept in the dark during diges- 
tion and after transformation. We show that, with the 
experimental procedure we have developed, a high yield 
of successful transformation can be routinely obtained 
and that the time frame for patch-clamp investigations is 
at least 20 hours wide (Figs, 1 and 4). 

Endogenous activity of channels mediating K + inward cur- 
rents is low in the PEG-transformed tobacco mesophyll 
protoplasts (Figure 2). This property is favourable for 
functional characterisation of inward K* channels 
expressed in this system. Indeed, our data demonstrate the 
functional expression in these protoplasts of AKT1, a 
channel so far refractory to expression in classical heterol- 
ogous expression systems. AKT1 had been previously 
characterised only in the baculovirus-insect cell system 
[16] and in yeast cells [34]. Up to now, little has been 
reported on the functional properties of this channel, one 
of the first plant Shaker K + channels to be cloned [32], 
essentially because patch-clamping yeast is difficult and 
functional studies in Sft cells require previous purifica- 
tion of recombinant Baculo viruses, a highly time-con- 
suming step, making this system poorly suitable for 
investigations of structure-function relationships using a 
number of mutant channels. The present report opens the 
way towards such investigations, as the expression vectors 
described here allow easy cDNA cloning and transforma- 
tion. 

A large number of plant genes sharing sequence similari- 
ties with animal genes known to encode ion channel sub- 
units have been identified, for instance by in silico analysis 
of the Arabidopsis genome http://aramem 
non.botani k.uni-koeln.de/. Most of them are still unchar- 
acterised at the functional level despite attempts to do this 
in classical animal expression systems. This is the case, fpr 
example, of the plant "glutamate receptor" genes [14] and 
"CNGCs" ones (putative cyclic nucleotide gated cation 
channels [12]), two gene families having been proposed 
to encode cation channels [4], and of the "CLC" genes, 
likely to encode anion channels [15]. In this context, it 
can be speculated that ion channels of other types than K + 
inward rectifiers could be characterised in tobacco meso- 



phyll protoplasts. Channels mediating outward K + cur- 
rents (Figure 2C) or channels mediating Ca 2+ (Ba 2+ ) 
inward currents and activated by blue light [44] orcAMP 
[45] have been described in Arabidopsis mesophyll cells 
and are thus likely to be natively expressed also in tobacco 
mesophyll cells. Even for such channels, high heterolo- 
gous expression levels in transformed protoplasts might 
open the way to their functional analyses. 

A drawback in the use of heterologous systems is the fact 
that the expression context can affect channel functional 
features, providing a distorted view of the channel func- 
tion and regulation. For example, the values of the volt- 
age-gating parameters for activation of AKT1 and KAT1 
clearly depend on the expression context (Table 1). 
Regarding KAT1, compared to the value obtained for the 
native hyperpolarisation-activated K> channels of Arabi- 
dopsis guard cells [46], the closest value is the. one 
obtained in the present work (Table 1). Assuming that 
KAT1 channels do underlie the native Arabidopsis guard 
cell currents, this suggests that tobacco mesophyll proto- 
plasts represent a more realistic expression context for 
plant ion channels than classically used animal cells. 

Amongst the regulation mechanisms that could be stud- 
ied using the tobacco mesophyll protoplast system are the 
events that enable channel targeting to the cell membrane 
and/or post translattonal modifications such as (de)phos- 
phorylation. Concerning the former mechanisms, it is 
worth noting that KAT1 displayed the same subcellular 
localisation profile when expressed in tobacco mesophyll 
protoplasts as when expressed in Vicia faba guard cells 
121]. 

Indeed, although peripheral localisation of (at least some) 
KAT1 channels is assessed by the exogenous currents 
recorded in protoplasts transformed by KATi-carrying 
pFunct+Tag vectors (Figure 3B-D), KAT1::GFP is hardly 
seen at the membrane (Figure. 3F) but rather appears, both 
in tobacco mesophyll protoplasts and Vicia faba guard 
cells, as mainly localised in punctate structures (Figure 
3F), assumed to belong to the endocytosis pathway (Fig- 
ure 3F f right photograph; [21]). Interestingly in 
AKTl::GFP-expressing protoplasts, the fluorescence was 
not seen in such punctate structures, but appeared as 
evenly distributed in the plasma membrane (Figure 3E). 
This indicates that KAT1 and AKX1 channels do not 
undergo the same regulation concerning their targeting to 
and/or withdrawal from the cell membrane. Thus, it can 
be proposed that regulation of K + Shaker channel activity 
involves specific control of the turn-over of the different 
Shaker subunits in the cell membrane. 

A current challenge in ion channel research is the identifi- 
cation of regulatory proteins and the characterisation of 
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the interacting networks they belong to. Progress in this 
field could be achieved by co- transformation of candidate 
partners in heterologous systems (47). The possibility of 
obtaining co-expression of two distinct polypeptides 
located on two different plasmids is, therefore, a key fea- 
ture of an appropriate heterologous expression system. 
This point had already been checked by immunostaining 
the nitrocellulose- transferred proteome from protoplasts 
expressing two different peptides [28]. Here, it has been 
assessed in situ within living cells and we conclude that 
PEG-mediated transformation of tobacco mesophyll pro- 
toplasts with a mixture of two vectors can be used to study 
the interaction of two polypeptides. These could be differ- 
ent channel sub units, or a channel subunit and a regulat- 
ing partner, or any couple of putative interacting 
polypeptides. Depending on the vectors used, one could 
study the effect of the interaction on the cellular localisa- 
tion or on the function of the polypeptides of interest. 

Conclusion 

In conclusion, we show that transient expression in 
tobacco mesophyll protoplasts can provide a way to char- 
acterise plant ion channels, by studying for instance their 
subcellular localisation, functional properties, structure- 
function relationships, interacting partners and regula- 
tion, very likely in a more realistic context than the classi- 
cally used animal systems. Clearly, the system is well 
adapted to characterisation of inward K + channels, and it 
can be expected to be usable, also for the characterisation 
of other types of ion channels, such as poorly selective cat- 
ton channels [48,49] or anion channels [15 J. Further- 
more, adaptation of the procedure to protoplasts prepared 
from Arabidopsis tissues, using plants of different geno- 
types, could provide even more straightforward routes to 
such analyses. 

Methods 
Plant material 

Nicotiana tabacum (cv. SRI) plants were grown in vitro in a 
growth chamber at 22°C with a 16-h light/8-h dark 
regime with a photon flux density of 250 (imoLm^.s* 1 on 
0.8% agar medium containing MS/2 salts [50], 1 % 
sucrose and 5 mM MES-KOH pH 5.5). 

Genetic material 

The vectors used for transient expression in tobacco mes- 
ophyll protoplasts contained either one expression cas- 
sette or two. Each cassette is fitted with the enhanced plant 
promoter of the plasma membrane H + -ATPase isoform 4 
gene (pma4) from Nicotiana plumbaginifolia and the 
nopaline synthase terminator from Agrobacterium lumefas- 
ciens (see text and Figure 1A-C). The modified pTZ-19U 
(Stratagene, Lajolla, CA, USA) pi asm id used for func- 
tional expression of Shaker channel cDNA in tobacco pro- 
toplasts contained two cassettes, allowing to co-express 



the GFP fluorescent marker protein and the Shaker cDNA 
sequence (pFunct+Tag, Figure IB). Xhol and Smal restric- 
tion sites were used to clone AKT1 and KAT1 cDNA into 
the expression cassette. The plasmid used for channel tar- 
geting contained only one expression cassette allowing 
the expression of a channel fused in its C-termtnal part to 
the GFP protein (pLoc, Figure 1A). BglH restriction site and 
Kpnl or BamHl sites were used to clone upstream the GFP, 
the AKTl cDNA deprived of its STOP codon by PCR. Sup- 
plemental information on the vectors and on the cloning 
procedure used in this study is available as Additional file 
I. 

Tobacco leaf mesophyll protoplast isolation 

A previously described protocol [27] was adapted for 
obtaining purified leaf mesophyll protoplasts. 

Five cm long tobacco leaves from 3- to 4 -week-old plants 
grown in vitro were harvested under sterile conditions and 
their lower face was abrased with sandpaper n° 1200. Hie 
leaves were then laid in Petri dishes containing 10 ml of 
the sterilised digestion EF medium (0.125% macerozyrae 
R-10 (Yakult Pharmaceutical; Onozuka, Japan), 0.2% cel- 
lulase R-10 (Yakult Pharmaceutical; Onozuka, Japan), 5 
mM CaCl 2 , 0.5 M sucrose, 0.1 % BSA, 2.5 MES-HC1, pH 
5.2) for 19 h in the dark at 25 °C. After digestion, undi- 
gested pieces of leaves were removed and 4 ml of floating 
ML06 medium were added (15 mM CaCl 2 , 600 mM 
sucrose, 7.5 mM MES-KOH pH 6.0). The protoplast sus- 
pension was then filtered through a 100 |im nylon filter 
and centrifuged at 1 10 g for 7 min in a swinging rotor. The 
protoplasts localised in the floating band were harvested 
and diluted with 4 volumes of autoclaved washing W5 
medium (154 mM NaCl, 125 mM CaCl 2 , 5 mM KCl, 5 
mM glucose and 1.5 mM MES-KOH, pH 5.6). The cells 
were then pelleted (1 10 g for 7 min in a swinging rotor) 
and washed in 40 ml and then in 20 ml of "Mannitol/Mg" 
solution (15 mM MgCl 2 , 400 mM mannitol, 5 rnM MES- 
KOH pH 5.6). Protoplasts were finally resuspended in 
Mannitol/Mg solution at a concentration of 10 6 cells/ml. 

Protoplast transformation 

In an Eppendorf tube, 150 ul of the concentrated proto- 
plasts and 150 ul of PEG solution (25% w/v PEG 6000, 
0.45 M mannitol, 0.1 MCa(N0 3 ) 2 , pH 9.0) were added to 
5 |Ug of plasmidic DNA from the construction to be tested 
and incubated at room temperature for 30 min. The sam- 
ple was then diluted with 8 ml of K3M medium supple- 
mented with 0.45 M glucose [25| and pelleted in a 
swinging rotor (7 min at 110 g). The protoplasts were 
finally suspended in 3 ml of K3M and incubated for 12 to 
38 hours at 19° C in the dark before analysis. 
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Subcellular localisation of channels fused to the GFP and 
detection of transformed protoplasts for 
electrophysiological measurements 

Subcellular localisation of the channels fused to the GFP 
and of FM4-64 labelling in tobacco protoplasts was per- 
formed with a Zeiss confocal microscope (LSM510 AX70 
Zeiss, Gottingen, Germany). For catching the GFP fluores- 
cence, an excitation wavelength of 4 88 run and a detec- 
tion one between 500 and 530 nm were used. For catching 
the FM4-64 fluorescence, in KAT1::GFP expressing proto- 
plasts, an excitation wavelength of 515 nm and a detec- 
tion one above 640 nm were used, with a laser intensity at 
60%. Different settings for FM4-64 detection were used in 
AKT1::GFP expressing protoplasts: excitation at 543 nm, 
detection above 585 nm and laser intensity at 15% (much 
lower chloroplast auto fluorescence was catched with such 
settings, see Figure 3E). Images were treated with LSM5 10 
sofware (Zeiss). Plasma membrane FM4-64 labelling was 
performed by incubating the protoplasts on ice 10 min in 
the culture medium supplemented with 50 p.M FM4-64. 
For endocytic vesicle labelling, the incubation in 50 u,M 
FM4-64 was prolonged up to 40 min and performed at 
room temperature. In order to measure currents only on 
transformed protoplasts, an epifluorescent microscope 
(IX 70, Olmpus, Hamburg, Germany) allowing GFP 
detection was combined with a patch-clamp set-up. Trans- 
formed cells were selected for patch-clamp analysis 
according to their GFP expression. GFP signal was 
detected between 489 nm and 508 nm using a emission 
filter (piston-GFP, Olympus) upon excitation at a wave- 
length of 488 nm emitted by a monochromator (Opto- 
scan C80x, Cairn Research Ltd, UK). Images were acquired 
with a CCD camera (CoolSNAP HQ, Roper Scientific, 
USA) and treated with MetaFluor software (Universal 
Imaging Corporation, USA). 

Wall detection , 

To measure the kinetics of wall synthesis, the calcofluor 
white marquer (Fluorescent brightener 28, Sigma) was 
solubilised in 0.25 M Tris solution at the 0.005% w.v- 1 
concentration. The calcofluor was excited with a 360-370 
nm wavelenght and detected at above 420 nm with a 
high-pass emission filter (LJ-MNU2, Olympus) on an epi- 
fluorescent microscope (BX61, Olympus). 

Electrophysiological recording 

Patch-clamp pipettes were pulled (P97, Sutter Instru- 
ments, Novato, CA) from borosilicate capillaries (Kimax- 
5 1, Kimble). Seals with resistances higher than 1 GQ were 
used for electrophysiological analyses. Whole-cell record t 
ings were obtained using an Axopatch 200A amplifier 
(Axon Instruments, Foster City, CA). pCLAMP 8 software 
(Axon Instruments) was used for voltage pulse stimula- 
tion, on-line data acquisition and data analysis./The volt- 
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age pulse protocols have been included in the figure 
legends. 

Electrophysiological solutions 

For potassium current recordings, the pipette solution 
that equilibrates with the cytosol of mesophyll proto- 
plasts contained 1 mM CaCl 2 , 5 mM EGTA, 2 mM MgCl 2 , 
100 mts4 K-glutamate, 2 mM MgATP, 10 mM Hepes- 
MaOH, pH 7.5, osmolarity adjusted to 520 mOsM with D- 
mannitol. Mesophyll protoplasts were extracellulary per- 
fused with a solution containing 10 mM CaCl 2 , 2 mM 
MgCl 2 , 50 mM K-glutamate, 10 mM MES-HCl, pH 5.5, 
osmolarity adjusted to 500 mOsM with D-mannitol. In 
these conditions, pipette resistances were about 12 MQ. 

The pipette solution used for chloride current recordings 
was composed of 30 mM CsCl, 2 mM MgCl 2 , 1 mM CaCl 2 
(free Ca 2+ about 50 nM), 5 mM EGTA, 2 mM MgATP, 10 
inM Hepes/Tris (pH 7.2) and 410 mM D-mannitol. The 
bath solution contained 50 mM CsCl, 15 mM CaC! 2 , 2 
mM MgCU, 10 mM Mes/Tris (pH 5.7) and 345 mM D- 
mannitol. In these conditions, patch pipettes had resist- 
ances of about 15 MQ. 
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III. 3.- Role de la sous-unite silencieuse AtKC1 



///.3.f.- Presentation de /'article 3 

Le controle de I'osmolarite et de la polarisation electrique cellulaire necessite une 
regulation des flux de potassium et par consequent-une regulation de I'activite des canaux 
Shaker qui assurent I'essentiel de la conductance potassique de la membrane plasmique. 
Outre les regulations qui concernent la transcription et la traduction des genes codant les 
sous-unites constitutives de ces canaux, d'autres voies de regulation concernent I'activite 
elle-meme des canaux Shaker. Ces voies de regulation post-traductionnelles impliquent 
des messagers secondaires comme le pH (intra et/ou extracellulaire), le calcium et les 
nucleotides cycliques, ainsi que des phosphorylations. II est egalement possible qu'a 
Tinstar des canaux Shaker animaux, les canaux voltage-dependants des plantes 
s'assemblent en heteromeres, i.e. a partir de sous-unites codees par des genes differents, 
ce qui representee it une autre voie de regulation. Le processus d'hetero-tetramerisation 
des canaux Shaker animaux a ete abondamment decrit dans la litterature. II a ete 
demontre par exemple que parmi les 11 sous-families de canaux Shaker sortants 
identifiees chez I'homme (26 genes), seulement 4 sous-families codent des proteines 
capables de catalyser des flux de K + sous forme d'homo-tetrameres (7 Kv1, 2 Kv2, 4 Kv3 
et 3 Kv4), pour les 7 autres sous families (comprenant en tout dix genes) I'adressage du 
polypeptide code a la membrane et/ou la fonction de transport est conditionnee par une 
hetero-tetramerisation (Hugnot et al., 1996; Post et al., 1996; Salinas et al., 1997; 
Ottschytsch et al., 2002). 

Cette heteromerisation des canaux permet une modulation et une regulation des 
proprietes fonctionnelles des sous-unites "actives" (capables de catalyser un flux sous 
forme d'homotetramere) par les sous-unites "silencieuses" (incapables, exprimees seules, 
de former des tetrameres fonctionnels adresses a la membrane). Le canal potassique 
cardiaque Kv 2.1, par exemple, est capable de s'assembler avec de nombreuses autres 
sous-unites Kv dont I'expression depend des conditions physiologiques. Chaque 
heteromere ainsi forme possede des caracteristiques d'activation ou de deactivation 
temps et/ou voltage dependante propre (Patel et al., 1997; Kerschensteiner et al., 2003; 
Vega-Saenz de Miera, 2004). 

Les canaux potassiques animaux de type HCN sont structurellement voisins des Shaker 
sortants des cellules animales mais sont actives par I'hyperpolarisation membranaire 
(rectification entrante). lis sont done plus ou moins des homologues fonctionnels des 
Shaker entrants identifies chez les plantes. lis ont ete clones plus recemrnent et leur mode 
de regulation est encore peu documents. Cependant, une interaction fonction nelle entre 
les sous-unites HCN1 et HCN2 a ete mise en evidence par Xue et ses collaborateurs en 
2002. Cette interaction entratne un leger decalage du potentiel d'activation vers des 
potentiels plus hyperpolarises, ainsi qu'une diminution de la vitesse de deactivation 
voltage dependante de I'heteromere (Ulens and Tytgat, 2001; Xue et al., 2002; Robinson 
and Siegelbaum, 2003). 

Chez les plantes, le chevauchement des patrons d'expression de certains genes Shaker, 
des tests d'interaction proteine-proteine et certains travaux en contexte heterologue 
suggerent la possibilite d'une regulation de Tactivite des canaux via des mecanismes 
d'hetero-tetramerisation (Cherel, 2004). Parmi les neuf genes d'Arabidopsis thaliana qui 
codent des sous-unites de canaux Shaker, un code une sous-unite decrite comme 
silencieuse (AtKC1 ; Reintanz et al., 2002). 

En etudiant le role de la sous-unite AtKC1 par une approche de genetique inverse, 
Reintanz et ses collaborateurs demontrent que la suppression de I'expression de cette 



sous-unite altere les proprietes de gating ainsi que la selectivity ionique des conductances 
entrantes presentes sur la membrane des cellules racinaires jusque la attributes a 
I'activite du canal AKT1 (Hirsch et al., 1998; Reintanz et al., 2002). lis conferent done a 
AtKC1 un role de sous-unite silencieuse regulant les influx de K + dans les poils racinaires, 
sans toutefois apporter les'preuves d'une heteromerisation entre AKT1 et AtKC1 . 
L'article suivant presente de nouvelles donnees electrophysiologiques obtenues en vue de 
determiner la fonction de la sous-unite AtKCl (en utilisant ['expression transitoire en 
cellules mesophylliennes de tabac presentee dans Tarticle 2), et decrit un nouveau 
phenotype issu de Tanalyse d'un mutant knock-out de la lignee atkrf-2. 
En resume, nous avons observe que la sous-unite AtKCl regule le potentiel d'activation 
du canal AKT1, en decalant de -60 mV ou de -120 mV les potentiels d'activation du 
canal, probablement en fonction de la presence d'une ou deux sous-unites AtKCl dans 
I'heteromere (effet stoechiometrique). Un phenotype similaire est observe lors de 
I'heteromerisation entre les sous-unites KAT1 et AtKCl. 

Les mesures physiologiques realisees sur les plantes atkd-2 revelent (par rapport a des 
plantes de type sauvage) une reduction importante de la concentration foliaire en 
potassium, surtout aux extremites des feuilles, une ouverture stomatique plus importante 
le jour et la nuit, et une plus forte sensibilite aux variations rapides de rhygrometrie de Tair. 
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Abstract 

Amongst the nine voltage-gated K + channel. (Kv) subunits expressed in Arabidopsis, 
AtKC1 does not seem to form functional Kv channels on its own and is therefore said- to be 
silent. It has been proposed to be a regulatory subunit and to significantly influence the 
functional properties of heteromeric channels in which it participates along with other Kv 
channel subunits. The mechanisms underlying these properties of AtKC1 still remain 
unknown. Here, the transient (co-)expression of AtKC1, AKT1 and/or KAT1 genes was 
obtained in tobacco mesophyll protoplasts, which lack endogenous inward Kv channel 
activity. Our experimental conditions allowed both localization of expressed polypeptides 
(GFP-tagging) and recording of heterologously-expressed Kv channel activity (untagged 
polypeptides). It is shown that AtKC1 remains in the endoplasmic reticulum unless it is co- 
expressed with AKT1 . In these conditions heteromeric AtKC1-AKT1 channels are obtained 
and display functional properties different from those of homomeric AKT1 channels in the 
same context. Similar results are obtained upon co-expression of AtKC1 with KAT1. The 
whole set of data provides evidence that AtKC1 is a conditionally-targeted Kv subunit, 
which probably down-regulates the physiological activity of other Kv channel subunits in 
Arabidopsis. 
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/INTRODUCTION 

^Voltage-gated K + (Kv) channels, which mediate sustained K + influx or efflux across the cell 
^membrane, are currently the best characterized of the K + transport systems encoded by 
<?the Arabidopsis genome (1). These channels result from the assembly of four so-called 
5alpha-subunits related to the product of the Shaker gene identified twenty years ago in 
L^Drosophila (2). 

7 In animal cells, the four alpha-subunits making a given Kv channel can be identical 
£but in many instances they are not. For example, amongst the 9 subfamilies of genes that 
^encode subunits forming depolarization-activated Kv channels in human cells, only 5 (Kv1, 
./t?Kv2, Kv3, Kv4 and Kv7) encode subunits able to form functional homo-tetramers (3). The 
;;genes from the 4 other subfamilies encode so-called "silent" or "modifier" subunits that 
i^must assemble into hetero-tetramers in order to be targeted to the cell membrane in a 
afunctional state (4-7). This ability of Kv channel subunits to form either homo-tetramers or 
i^hetero-tetramers increases the functional diversity of Kv channels produced by a given 
/5number of genes. For example the cardiac Kv2.1 subunit can assemble with a number of 
bother Kv subunits, the expression of which depends on the physiological conditions: each 
//type of resulting heteromeric channel' displays its own activation or deactivation kinetics 
/^and/or voltage-dependence (8-10). 



In Arabidopsis, the Shaker family comprises 9 members, which can be segregated 
:'in five phylogenetic groups, considering both the encoded polypeptidic sequence and the 
sgene structure (11). Genes from group I (KAT1 and KAT2; (12, 13)), group II (AKT1 (14), 
4SPIK (15), and AKT5, not yet characterized), and group III (AKT2 (16)) can produce homo- 
>tetrameric hyperpolarisation-activated K + channels when expressed alone in heterologous 
.^expression systems. In the same conditions, genes from group V (GORK (17) and SKOR 
>~(18)) can as well produce homo-tetrameric depolarization-activated K + channels. On the 
^contrary, AtKC1, the single member of group IV, early appeared as unable to form 
afunctional channels on its own. 

W Early attempts to determine the electrophysiological activity of AtKC1 channels in 
i/Xenopus oocytes (19) and COS cells (unpublished data) failed, leading to the hypothesis 
ii-that AtKC1 is a silent Kv subunit, unable to form functional homo-tetrameric channels (19). 
/.^Interestingly, when other plant Kv subunits of known functional characteristics (KAT1 and 
a ? KST1) were co-expressed* with AtKC1 in animal expression systems, their activity 
/.^appeared to be altered, suggesting that they interacted with AtKC1 and formed hetero- 
/dtetrameric channels endowed with novel properties (19). More recently, patch-clamp 
//experiments on Arabidopsis root hair protoplasts (20) provided further support to this 
/^hypothesis. Comparison of inward voltage-dependent current recorded in root hairs of 
/Pwild-type, atkd- and aktl- knock-out plants suggested that AtKC1 contributed to the 
"inward K + conductance in the wild-type plants, probably in association with AKT1 within 
- . heteromeric channels (20). 

f-S The reason why the AtKC1 Kv subunit is silent when expressed alone as well as the 
^mechanism by which AtKC1 interacts with AKT1 channel activity are still unknown. We 
.^investigated these questions by using transiently transformed tobacco mesophyll 
^protoplasts, a plant expression system recently shown to enable functional 
26 characterization of inwardly rectifying plant K + channels coupled with subcellular 
^localization studies (21). We show that AtKC1 polypeptides remain in the endoplasmic 
•^reticulum unless they are co-expressed with AKTL In this case, heteromeric AtKC1-AKT1 
r?Pchannels are formed with functional properties that are different from those of homo- 
^•tetrameric AKT1 channels and are probably dependent on the stoichiometry of the two 
J subunits. Similar results were obtained upon co-expression of AtKC1 with KAT1 providing 
^direct evidence that AtKC1 is indeed a silent, conditionally-targeted and regulatory Kv 
/ -subunit in Arabidopsis, 

^MATERIALS AND METHODS 

Subcellular localization of channels fused to the GFP and detection of transformed 
• protoplasts for electrophysiological measurements 



/Analyses of channel subcellular localization and electrophysiological activity were carried 
,?out using transiently transformed tobacco leaf mesophyll protoplasts as previously 
^described (21). The protoplasts were incubated for 12 to 38 h at 19°C after transformation. 
^Subcellular localizations of channel-GFP marker constructs and of FM4-64 labeling were 
5performed using a Zeiss confocal microscope (LSM510 AX70Zeiss, Gottingen, Germany). 
£ Electrophysiological analyses were carried out in parallel using protoplasts from the same 
zbatch but transformed using vectors (21) allowing co-expression of one of the two channel 
#subunits under investigation with GFP as a marker of the transformed cells. The GFP 
.^sequence was not fused to the sequence of a channel subunit but inserted separately in 
lOihe transforming vector. In order to measure currents only from transformed protoplasts, 
i/an epifluorescent microscope allowing GFP detection was combined with a patch-clamp 
/^set-up. The GFP signal was detected between 489 nm and 508 nm using an emission filter 
A?(piston-GFP, Olympus) upon excitation at a wavelength of 488 nm emitted by a 
/^monochromator (Optoscan C80x, Cairn research Ltd., UK, (21)). 

/^Electrophysiological recording 

i^GFP-positive protoplasts were analyzed for their exogenous inward K + conductance. 
/7Patch-clamp pipettes were pulled (P97, Sutter Instruments, Novato, CA) from borosilicate 
/^capillaries (Kimax-51, Kimble, Rochester NY) to obtain a pipette resistance of about 
/P12 MQ. in the used solutions. Electrophysiological analyses were performed only when 
^:?seals with resistances higher than 1 GQ were obtained. Whole-cell recordings were made 
fusing an Axopatch 200A amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA). The pCLAMP 8 
^software (Axon Instruments) was used for voltage-pulse stimulation, on-line data 
^acquisition and data analysis. Unless otherwise stated (see figure legends), the standard 
^protocol consisted of stepping the membrane potential in -20 mV decrements to voltages 
^5from 0 or to -200 mV (or from —40 mV to -240 mV, as indicated in the figures). The holding 
^potential was 0 mV. The pipette solution contained 1 mM CaCI 2 , 5 mM EGTA, 2 mM 
>7MgCI 2> 100 mM K-glutamate, 2 mM MgATP, 10 mM Hepes-NaOH (pH 7.5), its osmolarity 
2Sbe\ng adjusted to 520 mOsM with D-mannitol. The perfused bath solution contained 
^PlOnnM CaCI 2 , 2 mM MgCI 2 , 50 mM K-glutamate, 10 mM MES-HCI (pH 5.5), osmolarity 
.^adjusted to 500 mOsM with D-mannitol. 

j /Modelling tetramer channel assembly from two types of monomers 

3j?The currents recorded in protoplasts co-expressing AtKC1 and AKT1 suggested that 
indifferent kinds of AtKC1-AKT1 hetero-tetramers were formed (see below). This prompted 
34us to model the assembly of tetramers from a given stock of monomeric alpha subunits of 
J5two types (AtKC1 and AKT1), in order to predict the subunit composition of the resulting 
Jdchannels, considering a number of assumptions as stated below (see "Discussion" 
J /section). The results displayed in Figure 5 were obtained by performing 1,000 random 
.^drawings for dimers from a stock of AtKC1 and AKT1 monomers. The outcomes of these 



/1,000 runs were averaged to yield a mean dimer stock used subsequently in 1,000 
^random drawings for tetramers, performed in silico. 

JRESULTS 

4AtKC1 subcellular localization is changed by AKT1 

5When expressed alone in tobacco mesophyll protoplasts, the AtKC1::GFP fusion was 
^retained in the ER (Fig. 1A) whereas, in parallel experiments, the AKT1::GFP fusion was 
/targeted to the plasma membrane as indicated by the co-localization of FM4-64 staining 
8(F\g. 1B). Interestingly, when the AtKC1::GFP fusion was co-expressed with AKT1, the 
^fluorescence shifted to the plasma membrane (Fig. 1C). This suggested that some 
/^interaction between the two Shaker channel subunits AKT1 and AtKC1 did occur and 
//enabled the latter to escape from the ER and to reach the plasma membrane, probably as 
l?a component of heteromeric channels, together with AKT1 . 

/^Formation of AtKC1-AKT1 heteromers 

Mlhe patch-clamp technique (whole-cell configuration) was used to study exogenous 
/5channel activity resulting from AtKC1 and/or AKT1 co-/expression in tobacco mesophyll 
id protoplasts. When expressed alone, AtKC1 did not change the plasma membrane 
//conductance: AtKC1 -expressing protoplasts displayed the same current-pattern as control 
/^protoplasts transformed with the empty vector, i.e., low currents with weak dependence on 
/i?time and voltage ("current-pattern #1", Fig. 2A). In the same conditions, as previously 
.^reported (21), AKT1 expressed alone formed functional channels enabling large, time- and 
^/voltage-dependent currents to flow through the protoplast membrane upon 
a^hyperpolarisation, characterized by a threshold voltage close to -40 mV ("current-pattern 
£3#2", Fig. 2B, top). A variable feature displayed by the corresponding protoplasts was the 
^current amplitude, probably due to differences in AKT1 expression level from one 
^transformed protoplast to another. 

26 All the protoplasts expressing both AtKC1 and AKT1 displayed time- and voltage- 
s/dependent currents but, in most cases, the activation voltage threshold of these currents 
eswas more negative than in pattern #2. This voltage-threshold was obtained as follows. In 
:?Peach AtKC1/AKT1 co-expressing protoplast and for each imposed voltage, it was checked 
.?^whether the recorded current was significantly larger than the endogenous current 
l/recorded in control protoplasts at the same voltage. Stepping from 0 mV with a -20 mV 
^decrement, the first voltage step for which this occurred was taken as the threshold for 
JJactivation of the exogenous current. Activation voltage-thresholds were thus estimated to 
J^within 20 mV and, with respect to this, AtKC1/AKT1 co-expressing protoplasts could be 
.?5sorted in three categories only (denoted current patterns #2, #3- and #4), corresponding to 



/threshold values of -40 (Figure 2B), -100 (Figure 2C) and -160 mV (Figure 2D) 
^respectively. 

JAtKCI subunits influence the gating of heteromeric channels 

4 Average current-voltage curves for the different types of current patterns are shown 
5in Figure 2D. Currents were recorded down to -240 mV or -260 mV in protoplasts 
^displaying patterns #3 or #4, respectively. The voltage-gating parameters of these currents 
/(Table 1) were derived by analyzing the tail currents according to a Boltzrnann 
^formalism (12). The resulting half-activation voltages, close to -90, -160 and -210 mV for 
^current patterns #2, #3 and #4, respectively, highlight the differences in gating properties 
/^between these patterns. The average gating curves are shown in the inset of Figure 2E. 
u As a consequence of these drastic changes in gating parameters, no outward time- 
^dependent K + currents were recorded, in 1 mM external K + , in AtKC1/AKT1 co- 
/Jtransformed protoplasts displaying current patterns #3 or #4 (Fig. 2F), while such outward 
/^currents were recorded in the AKT1 transformed protoplasts (Fig. 2G). 
15 Depending on which subunits were expressed, the occurrence of the current patterns 
;<5#1 to #4 varied as summarized in Figure 3. >AfKC1- and v4KT-/-expressing protoplasts 
/.^displayed a single current-pattern, current-pattern #1 and #2, respectively. Thus, none of 
/5the AtKC*\ -expressing protoplasts displayed time- and voltage-dependent currents and all 
iPthe AKT1 -expressing protoplasts displayed such currents below a threshold in the -40 mV 
Grange. AtKC1/AKT1 co-expressing protoplasts displayed one of the #2, #3 and #4 current- 
s/patterns, the first one being the less frequently observed (Figure 3). 

22 We also investigated whether AtKC1 was able to interact with, and to change the 
^channel activity of, another Kv subunit than AKT1. KAT1 has been found to interact with 
24the C-terminal part of AtKC1 in two-hybrid experiments (personal communication by Dr. I. 
?5Cherel). Therefore, KAT1 was co-expressed with AtKC1 in tobacco protoplasts and the 
^resulting heterologous channel activity was compared with the one resulting from the 
^/expression in the same context of KAT1 alone. The results, which are displayed as 
^Supporting information on the PNAS website, indicate that AtKC1 and KAT1 subunits are 
stable to form heteromeric channels with negatively shifted activation voltages when 
.^compared to homomeric KAT1 channels. 

J/DISCUSSION 

iVAtKCI conditional targeting 

JjGFP-tagging experiments such as th.ose illustrated in Figure 1 may yield unexpected 
^/results. For example, the KAT1::GFP fusion was hardly seen on the plasma membrane of 
J5tobacco protoplasts (21) while KAT1 currents could reproducibly be recorded in the same 
Jaexpression system (Supporting Fig. 5; (21, 22)). Regarding AtKC1, however, the absence 



/of fluorescence localized to the plasma membrane in AtKC1::GFP-expressing tobacco 
Pmesophyll protoplasts and the cytoplasmic reticular pattern of GFP distribution (Fig. 1A) 
^matched the systematic absence of exogenous current in >4f/<C7-expressing protoplasts 
4(Figs. 2A and 2E, Table 1). As it has already been reported that the expression of AtKC1 
5alone failed to yield exogenous current in Xenopus oocytes and COS cells (19), and 
^personal communication by Dr. E. Michard, respectively) one may assume that retention in 
"the ER of this subunit makes it unable to form functional channels in the plasma 
^membrane. That co-expression of AKT1 was able to drive AtKC1::GFP to the membrane 
9(F\g. 1C) and that patch-clamped protoplasts co-expressing AtKC1 and AKT1 generally 
/^displayed currents different from AKT1 ones (Fig. 2B-E, Table 1) demonstrated that the 
//two Kv subunits co-assemble into heteromeric channels with gating properties different 
A-from those of homomeric AKT1 channels. A comparable situation may be found in plant 
//species other than Arabidopsis. For example, KDC1 , a carrot homologue of AtKC1 has 
M'been shown to form heteromeric channels with DKT1, a carrot homologue of AKT1, when 
/5both subunits are co-expressed in Xenopus oocytes (23)). 

16 The mechanism by which the interaction of AKT1 with AtKC1 may enable the latter 
//polypeptide to be targeted to the plasma membrane is unknown. Tests of protein-protein 
/^interactions in the double hybrid system have shown that AtKC1 is not able to interact with 
/Pitself while it is with AKT1 (24). One can propose that AtKC1 is unable to form homo- 
iv/dimers and hence homo-tetramers, so that it remains, when expressed alone, under its 
rvmonomeric form. The AtKC1 monomer could be retained in the ER possibly because it 
shears some special retention signal. AtKC1 subunits would have no such grounds for 
.^remaining in the ER when associated to Kv subunits of another type (AKT1, Figs.1 and 2, 
^•and, possibly, KAT1 , Supporting Fig. 5) within hetero-tetramers. 

^Different types of AtKC1-AKT1 heteromers 

i-^Shaker subunits first assemble in dimers and Shaker channels are consequently formed 
■f "by the association of two dimers (25, 26). If AtKC1 is unable to interact with itself, no 
A<AtKC1 dimers but only AKT1-AKT1 and AtKC1-AKT1 ones will be available for channel 
^assembly in cells expressing both AtKC1 and AKT1. Then, such cells (protoplasts) will 
ZOhave tetrameric channels incorporating from zero to two AtKC1 subunits as sketched in 
?:the three upper rows on Figure 4A. As recalled in the fourth row of this figure, homomeric 
v-rAKT1 channels have a -40 mV activation voltage. Since incorporation of AtKC1 subunits in 
r heteromeric channels produces a negative shift of the activation voltage (Fig. 2), it is 
treasonable to assume that heteromers with two AtKC1 subunits have more shifted 
^'activation voltages than those with a single AtKC1 subunit (for example <-160 and 
^r <-100 mV respectively as proposed in Fig. 4A and discussed below). 

Regarding the present macroscopic current data (Figs 2 and 3, Table 1), a point of 
.-^debate is that they have to be interpreted in terms of individual channel properties. In 
.^protoplasts expressing AKT1 as the sole. heterologous gene, one can assume that a 



/homogenous inward K + channel population was found. This probably underlies current- 
^pattern #2 displayed by such protoplasts. On the contrary, the macroscopic currents 
^recorded in protoplasts expressing both the AtKC1 and AKT1 genes resulted a priori from 
4the summed contributions* of a large number of channels of the three types figured in 
5Figure 4A. The fact that those co-transformed protoplasts displayed different current 
^patterns (Fig. 3) suggested, however, that the relative expression of the AKT1 and AtKC1 
zgenes was not controlled in our conditions. A variable expression of the latter, for example, 
£may have resulted in different populations of AtKC1-AKT1 hetero-tetramers. To evaluate 
Pthis hypothesis, the respective amount (in percent of the whole tetramer population) of 
loeach channel type obtained in AtKC1/AKT1 co-expressing protoplasts was computed as a 
iifunction of a variable AtKC1 expression level, assuming that dimers were formed randomly 
A?and that tetramers then assembled randomly from those dimers. This computation was 
/5made considering three alternatives regarding the interactions between subunits within a 
Mdimer. Firstly, AKT1 has the same affinity for AtKC1 as for itself. This was simulated by 
/^considering that AKT1-AtKCl dimers were as stable as AKT1-AKT1 dimers (no preference 
/dfor homo- or hetero-dimerisation, i.e., (purely) random, Fig. 4B). In the second alternative, 
77AKT1-AKT1 dimers were considered to be three times more stable than AKT1-AtKC1 
/^dimers (i.e., preference for homo-dimerisation, Fig. 4C). In the third alternative, AtKC1- 
/9AKT1 dimers were considered to be three times more stable than AKT1-AKT1 dimers (i.e., 
^preference for hetero-dimerisation, Fig. 4D). 

21 The results show that the proportion of homorneric AKT1 channels decreases from 
Zr'100% (if only AKT1 is expressed) to a minimum, which is in the 16% range for a purely 
^Jrandom channel assembly (Fig. 4B), in the 25% range in the case of a preference for 
c?4homodimers (Fig. 4C) and down to the 2% range in the case of a preference for 
<?5heterodimers (Fig. 4D). As discussed above, a current-pattern #3 can be observed only if 
^^5homomeric AKT1 channels are absent or so scarce that the membrane conductance 
^/remains negligible down to -100 mV. The dashed line in Figures 4B-D marks a 10% 
^threshold, below which the proportion of homorneric AKT1 channels must fall to rank a 
e9AtKC1/AKT1 co-expressing protoplast in the current-pattern #3 category. This dashed line 
30\s not crossed either in the "random assembly" case or in the "preference for homodimers" 
j/one. It is only crossed in the "preference for heterodirners" case, when the AtKC1 
^'expression level reaches the 60% range. Hence, it is predicted that only current-pattern #2 
.yjwould be displayed by AtKC1/AKT1 co-expressing protoplasts in the two former cases 
34(see labels and double arrows above the curves in Fig. 4B-C). Moreover, observation of 
^current pattern #4 is predicted in the "preference for heterodirners" case only, when the 
JdAtKCI expression level reaches the 85% range. 

37 From these computations it can be concluded that a purely random assembly 
^scheme (Fig. 4B) cannot match the observed diversity in current patterns (Fig. 3) even 
JjPwhen considering a highly variable expression level of AtKC1. The same holds for a 



/random assembly scheme including a preference for homodimers (Fig. 4C). Thus, only a 
/random assembly scheme including a preference for heterodimers (Fig. 4D) matches the 
^observed data (Fig. 3). 

4 Preference for AtKC1-AKT1 dimers over AKT1-AKT1 dimers favors the inward- 
5channel regulatory role of AtKC1 expression in plant cells (see below). Similar findings 
,>have recently been reported regarding the carrot Shaker subunit KDC1 , an orthologue of 
~AtKC1 (27), which forms preferably heterodimers when co-expressed with other Shaker 
^subunits (this has been elegantly demonstrated by comparing the properties of channels 
^resulting from the co-expression of KAT1 and KDC1 and from the expression of KAT1- 
/t?KDC1 tandems). The activation potential of KDC1-KAT1 heteromers is shifted negatively 
.//with respect to the activation potential of KAT1 homomers (27). 

/ 7 AtKC1-KAT1 heteromers 

/Jlhe regulatory activity of AtKC1 is unlikely to be restricted to its interaction with AKT1. 
Mlndeed, several sets of data indicate that functional interactions can also occur with other 
/^Shaker channel subunits. The expression pattern of AtKC1 in the plant is rather wide- 
spread and overlaps clearly with that of several Shaker channel subunits, such as KAT1 in 
//etiolated hypocotyls (data not shown and (28)) and AKT2 in leaf epidermis (24). Two- 
/£hybrid experiments in yeast indicate that, besides AKT1 (24), several members of the 
^-Shaker family can physically interact with AtKC1: at least KAT1 (data not shown) and 
^0AKT2 (24). Co-expression of AtKC1 and KAT1 in tobacco mesophyll protoplasts 
-/evidenced a functional interaction between these two Kv alpha-subunits (Fig. 5 in 
^Supporting information). AtKC1 was found to induce a strong shift of the activation 
^ threshold of the inward currents towards a more negative value from ca. -120 mV (KAT1 
^expressed alone) to -180 rnV (Fig. 5), as it did in AtKC1/AKT1 co-transformed protoplasts 
^displaying current-pattern #3 (see Fig. 2C). Some AtKC1/KAT1 co-transformed protoplasts 
redisplayed no time- or voltage-dependent current in the whole voltage range that could be 
• ^explored (down to -220 or -240mV): although GFP staining assessed a successful 
^transformation, those protoplasts had the same current pattern as untransformed ones. 
£>This situation contrasted with AtKC1/AKT1 co-transformed protoplasts, which always 
^displayed currents different from control protoplasts (current-pattern #1 in Fig. 2A). It can 
>7be assumed that these protoplasts had AtKC1-KAT1 heteromeric channels with an 
/../activation voltage so negatively shifted that they failed to be activated in our experimental 
> conditions: in those protoplasts, it is likely that, when high enough, the expression of 
/sAtKCI subunit completely suppressed the activity of KAT1 (in a physiological voltage 
Grange). 

^Physiological role of AtKC1 

; The fact that co-expression of AtKC1 with other plant Shaker genes was found to 
^negatively shift the activation voltage of the, heteromeric channels AtKC1 participated in, is 



/consistent with previously reported observations in Arabidopsis root hairs (20). It has been 
<?shown that absence of AtKC1 expression results in a shift towards more positive values of 
Jthe activation voltage of the major membrane inward K + conductance (20), which depends 
4on AKT1 expression (29). 

5 At the cellular level, the most obvious consequence of AKT1 regulation by AtKC1 is a 
^strong reduction in the inward K + current. Another consequence was revealed by patch- 
/clamp experiments in bath solutions containing 1 mM K + , a physiological concentration. 
£With 100 mM K + in the pipette solution, the K + equilibrium potential (E K ) was close to 
j?-120 mV. At membrane potential values between the activation threshold of AKT1 and E K 
/c?(e.g., at -80 or -100 mV), significant outward currents could be recorded in protoplasts 
//expressing AKT1 alone, while in the same conditions, no outward currents were recorded 
I2\x\ protoplasts co-expressing AKT1 and AtKC1 (see Fig. 2F). Thus, the shift in activation 
/^threshold towards more negative values upon co-expression of AtKC1 could allow the cell 
i4\o regulate its membrane inward K + conductance in response to changes in external K + 
/^concentrations, thereby preventing AKT1 from mediating K + efflux. In other words, 
/^regulation of AKT1 by AtKC1 could decrease K + influx or prevent K + efflux, depending on 
/zthe membrane potential and the external concentration of K + . 

18 In conclusion, AtKC1 can be considered as a silent alpha subunit of plant Shaker 
/^channels, acting as a negative regulator of other Shaker alpha subunits such as KAT1 and 
£#AKT1 . It is worth noting that the AKT1 gene shows little transcriptional regulation upon 
^/several changes in bulk ionic conditions such as soil K + availability and salt stress. In the 
flatter case, while AKT1 expression remained unchanged, AtKC1 expression has been 
<?Jshown to dramatically increase in leaves and especially in hydathodes (24), a cell type 
^which also expresses AKT1. Thus, down-regulation of the activity of the AKT1 gene 
<?5product by AtKC1 may help the plant in facing salt stress. 
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FIGURE LEGENDS 



rFig. 1 : Conditional targeting of the Shaker subunit AtKC1 to the plasma membrane 
?upon interaction with AKT1. 

?A-C Subcellular localization of AtKC1::GFP (A), of AKT1::GFP (B) and of AtKC1::GFP co- 
5expressed with AKT1 (C). The left panels display protoplast sections analyzed for GFP 
^fluorescence, the middle panels the same sections analyzed for chloroplast 
7autofluorescence and FM4-64 fluorescence (not in A) and the right panels show the 
^overlay of left and middle panels on the corresponding transmission light photographs. 
PScale bars, 20 prn. 

/Y/Fig. 2 : Properties of macroscopic currents recorded in protoplasts expressing 
itAKTI or AtKC1 or both. 

/>A-D, Typical recordings obtained with the patch-clamp technique applied to tobacco 
/?mesophyll protoplasts expressing GFP alone ("control"; n = 24), or GFP and AtKC1 
^("AtKd", n = 14), AKT1 ("AKT1", n=16) or both AtKC1 and AKT1 ("AtKC1+AKT1", n = 
/525). The macroscopic inward current flowing through the membrane was recorded in a 
/obath solution containing 50 mM K + . Four typical current patterns could be distinguished. 
irA, Current-pattern #1 : instantaneously activating currents of very low amplitude, 
^systematically recorded only in "control" or "AtKC1" protoplasts. B, Current-pattern #2: 
vlarge slowly activating currents with an activation voltage close to -40 mV, typically 
rerecorded in "AKT1" protoplasts (upper trace) and some "AtKC1/AKT1" protoplasts (lower 
--/trace). C and D, Current-patterns #3 and #4: slowly activating currents with an activation 
^voltage close to -100 mV (C) or to -160mV (D) recorded in "AtKC1/AKT1" protoplasts 
^only. 

Current-voltage curves (means ± SE) corresponding to the four current patterns 
^illustrated in A-D. The data obtained from all the protoplasts displaying a given current 
.^ pattern were pooled. Current-pattern #1 , n = 38 (24 "control" protoplasts + 14 "AtKC1" 
?. protoplasts). Current-pattern #2: n = 19 (16 "AKT1" protoplasts + 3 "AtKCI/AKTT 
.^■protoplasts). Current-patterns #3 and #4: n = 14 and 8 "AtKC1/AKTT protoplasts, 
? ^respectively. In insert, G/Gmax values, obtained by fitting the tail currents with the 
; :€Joltzmann equation, are plotted against voltage. Symbols and solid line represent 

^experimental data (mean ± SE) and fit results (see parameters in Table 1), respectively. 
> -F-G, AtKC1 subunit can suppress outward currents in low K + concentration. Typical 
j /current recordings on %% AtKCI/AKTT (F) and "AKTT (G) transformed protoplasts in a 1mM 

vK + bath solution with a 100mM K + pipette solution. Outward currents are recorded in G but 
*5not in F at voltages positive to E K =-1 18 mV. 

r ?Fig 3. Current pattern prevalence depends on AtKC1 and AKT1 expression levels. 



/Histograms represent in percentage the number of times a given current pattern was 
^observed in 14 "AtKC1" protoplasts, 16 "4KT1" protoplasts and 25 "AtKC1/AKT1" 
.^protoplasts (see Fig. 2). 

4 

4Fig. 4. Model of tetrameric channel assembly in protoplasts expressing both AtKC1 
5and AKT1. 

6A, The first step in channel formation is the assembly of two subunits in dimers. AKT1 
/(white dot) can form homo-dimers, while AtKC1 (black dot) cannot. AKT1-AtKC1 hetero- 
£dinners can be formed. The two types of possible dimers can form three types of hetero- 
Ptetramers containing from zero to two AtKC1 subunits. It is proposed that these types of 
/tfhetero-tetramers activate below a voltage threshold in the -40, -100 and -160 mV range, 
//respectively. 

/<?B-D, Predictions regarding the distribution, among the three expected types, of the 
/^channels assembled in AtKC1-AKT1 co-transformed protoplasts (see A). The frequency of 
/4each of these three tetrarner types was expressed as a function of a putatively variable 
!5AtKC1 expression level expressed as a percentage of the AKT1 expression level. The 
/^pairing of subunits to form dimers was assumed to be a random process. Three 
//alternatives were considered regarding the fate of the obtained dimers. First, all the formed 
/^dimers were kept available for subsequent tetrarner assembly (except AtKC1 dimers, 
/>which were discarded; B, "random assembly"). Second, formed AKT1 homodimers were 
Ztfkept available for subsequent tetrarner assembly with a probability three times higher than 
^/AtKC1-AKT1 heterodimers (discarded dimers yielded monomers for new pairing; C, 
^"preference for homodimers"). The third considered alternative was the reverse of the 
^second one: formed AtKC1-AKT1 heterodimers were kept available for subsequent 
^tetrarner assembly with a probability three times higher than AKT1 homodimers (D, 
^"preference for homodimers"). In each of the three above alternatives, pairing of dimers to 
inform tetramers was considered to be purely random. The horizontal dotted line marks the 
^/threshold below which the frequency of a given type of channel should fall so that it did not 
^influence the macroscopic current pattern of the protoplast (see text). The two vertical lines 
^9\r^ D mark the relative AtKC1 expression levels corresponding to the transition from 
Jtfcurrent-pattern #2 to current-pattern #3 and the one from current-pattern #3 to current- 
s/pattern #4 (see text). 
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Table 1. Gating parameters of exogenous currents recorded in transformed 
tobacco mesophyll protoplasts. 







gating parameter 






current 


expressed 
Kv subunit(s) 


Ea 

estimate (mV) 


Ea50 
mean ± SD (mV) 


z 

mean ± SD 


n 


pattern 


AtKC1 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


11 


#1 


AKT1 


-40 


-94 ± 10 


1 .34 ± 0.24 


5 


#2 


AtKC1/AKT1 


-40 


-83 ± 2 


1.37 ± 0.14 


2 


#2 


AtKC1/AKT1 


-100 


-158 ±4 


1.16 ± 0.06 


13 


#3 


AtKC1/AKT1 


-160 


-210 ±6 


1.34 ± 0.11 


3 


#4 
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A. AtKC1::GFP 




C. AtKC1::GFP + AKT1 




FIGURE 1 
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A. Hetero-tetramerisation scheme 
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Supporting Information (to make available on the PNAS website) 

When KAT1 was expressed alone, typical time- and voltage-dependent inward 
currents were recorded that activated below a -120 mV threshold (Supporting Fig. 
5A). When KAT1 and AtKC1 were co-expressed, most of protoplasts displayed a 
similar current-pattern but with a more negative activation threshold (close to 
-180 mV, Supporting Fig. 5B, upper current trace). Some AtKC1/KAT1 co- 
transformed protoplasts showed much smaller currents (Supporting Fig. 5B, lower 
current trace) or even an absence of current, at least in the voltage range that could 
be explored on mesophyll tobacco protoplasts. Average current values, sampled at 
the steady-state and plotted against voltage, and relative conductance values, 
derived from the analysis of tail currents, show that differences between KAT1 and 
AtKC1-KAT1 currents are clearly due to an alteration of the voltage-gating 
(Supporting Fig. 5C). The corresponding half-activation voltage was shifted from 
-175 ±3 mV (n = 12) to a value more negative than -250 mV (currents recorded 
down to -260 mV yielding an estimate of -256 ± 20 mV; n = 4). 

Supporting Fig. 5. AtKC1 subunit interacts with KAT1. 

A and B Typical recordings obtained with the patch-clamp technique applied to 
tobacco mesophyll protoplasts expressing GFP and KA 71 ("KAT1", n = 13, A), or 
GFP and both AtKC1 and KAT1 ("AtKC1/KAT1'\ n = 11, B). A, delayed voltage- 
dependent currents with an activation voltage (Ea) close to -120 mV were recorded in 
all "KAT1" protoplasts (n=13). B, delayed voltage dependent currents with a -180 mV 
Ea were recorded in 7 (of 11) "AtKC1/KAT1" protoplasts (top trace), while a flat 
current pattern was displayed by 4 (of 11) "AtKC1/KAT1" protoplasts (bottom trace). 
The voltage-clamp protocol stepped from -60 mV to -200 mV (A) and from -60 mV to 
from -220 mV (B). 

C, Current-voltage curves (means ± SE) corresponding to the three current patterns 
illustrated in A-B. The data obtained from all the protoplasts displaying a given 
current pattern were pooled. Symbols are cross-referenced to data shown in A and 
B. In insert, G/Gmax values, obtained by fitting the tail currents with the Boltzmann 
equation, are plotted against voltage. Symbols and solid line represent experimental 
data (mean ± SE) and fit results, respectively. 
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SUPPORTING FIGURE 5 
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III A- Caracterisation d'un nouveau canal potassique Shaker 
exprime dans la baie de raisin. __ 



111.4.1.- Presentation de /'article 4 

Les travaux entrepris sur Arabidopsis ne sauraient suffire au necessaire 
developpement des connaissances portant sur les mecanismes du developpement 
des fruits et de leur maturation, questions d'une importance economique majeure. 
Pour cette raison nous avons cherche a transferer en les adaptant, les acquis en 
termes de techniques experimentales et de connaissances, de la plante-modele a 
une espece d'interet agronomique, elle-meme consideree connme un modele pour 
I'etude du developpement des fruits non-climacteriques : la vigne. 
Au demarrage de cette operation, les donnees experimentales disponibles indiquent 
que les canaux Shaker des plantes sont impliques dans les echanges de K + a 
I'echelle cellulaire (influx/efflux) ainsi qu'a I'echelle de la plante entiere (charge et 
decharge de la seve dans les reseaux xylemien et phloemien). Leur implication dans 
ces transports est directe, en ce qui.concerne le potassium lui-meme, et indirecte 
(par couplage electrique), en ce qui concerne les autres composes nutritifs, comme 
les elements mineraux et les metabolites. En particulier, les canaux Shaker sont 
probablement impliques dans la decharge des seves au niveau des organes puits. 
En tant que fruit, la baie de raisin constitue un modele de puits et c'est pour cette 
raison qu'en depit de son orientation agronomique, I'operation de recherche decrite 
dans cette section du memoire s'inscrit naturellement dans le programme scientifique 
de I'equipe centre sur I'etude des canaux ioniques en general et des canaux K + de 
type Shaker en particulier. 

Comme dans tous les tissus vegetaux, le potassium est le principal agent de la 
neutralisation des charges negatives des acides organiques accumules dans la baie 
de raisin. K + participe de ce fait au controle du pH et de Tequilibre acido-basique de 
la pulpe (Possner and Kliewer, 1985; Coombe, 1987; Hand and Coombe, 1988). Un 
petit nombre de plantes, parmi lesquelles la vigne, ont la particularite d'accumuler de 
Tacide tartrique (Champagnol, 1984). La synthese de Tacide tartrique intervient aux 
stades precoces du developpement des baies (ou des feuilles). Son metabolisme 
ulterieur est relativement lent et son niveau d'accumulation reste assez stable jusqu'a 
la maturite. Uacide malique, au contraire, connaTt une rapide et forte accumulation 
jusqu'a Tinitiation de la phase de murissement, puis diminue jusqu'a la maturite des 
baies pendant que les sucres deviennent rosmoticum majeur. Un large ensemble de 
donnees agronomiques et physiologiques revele que ('accumulation du potassium 
dans la baie est negativement correlee avec I'acidite et la valeur oenologique du mout 
(Champagnol, 1984). En effet, une alimentation potassique excessive entraine une 
augmentation de I'accumulation de malate pendant les premieres phases de 
developpement de la baie menant a un exces relatif de malate qui persiste jusqu'a la 
maturite. D'autre part, une forte teneur du mout en K + favorise la precipitation de 
bitartrate de potassium. II resulte de ces deux phenomenes que le rapport malate / 
tartrate est significativement augmente dans les mouts obtenus a partir de raisins 
suralimentes en K + . L'augmentation de ce rapport est un inconvenient a deux titres. 
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Tout d'abord, parce que le tartrate est un facteur de qualite oenologique dans la 
mesure ou il apporte, apres les deux fermentations (alcolique et malo-lactique), 
I'essentiel de I'acidite qui est un pararnetre important de I'equilibre gustatif du vin. 
Ensuite, la presence d'un exces de malate dans le mout est a eviter car ce substrat 
de la fermentation malo-lactique entraine un developpement bacterien dans le vin qui 
est inopportun s'il se produit apres la mise en bouteille. Des traitements cenologiques 
correctifs existent pour pallier ces difficultes : ajout d'acide tartrique, recours a des 
ferments lactiques biotechnologiques pour garantir une fermentation malo-lactique 
complete avant la mise en bouteille. Cependant ces procedes sont artificiels, 
onereux et la legislation tend a en restreindre I'emploi. 

La comprehension des mecanismes d'entree et de distribution du potassium dans la 
baie de raisin pourrait permettre de definir les conditions d'une meilleure maTtrise des 
teneurs en K + de la baie et de I'acidite des mouts, et done d'une amelioration a 
moindre cout de la qualite organoleptique du vin. 

Le criblage d'une banque genomique de Vitis vinifera a I'aide de sondes provenant 
d'Arabidopsis thaliana (travail de Rejane Pratelli dans I'equipe, these soutenue en 
2000) a permis d'isoler la sequence d'un canal nomme SIRK, orthologue du canal 
potassique Shaker KAT2 (Pilot et al M 2001). L'etude de plants de vigne 
transgeniques exprimant le gene rapporteur GUS sous le controle du promoteur 
SIRK a permis de localiser I'expression du canal SIRK dans les cellules de garde et 
dans le xyleme (Pratelli et at., 2002). 

Le criblage d'une banque d'ESTs de Vitis vinifera avec une sonde preparee a partir 
de I'ADNc SKOR (canal sortant d'Arabidopsis (Gaymard et al., 1998) a conduit a 
Identification d'un autre canal. Celui-ci, nomme VvSOR (pour Vitis vinifera Shaker 
Outward Rectifier), est exprime dans toutes les parties aeriennes de la plante, et sa 
caracterisation electrophysiologique I'identifie comme un canal sortant regule, 
notamment, par le pH intracellulaire et par la concentration extracellulaire de K + . En 
collaboration avec Laurent Torregrossa, Rejane Pratelli avait entrepris de 
surexprimer VvSOR (transgene sous controle du promoteur 35S) dans des plants de 
vigne transgeniques afin de determiner le role.de ces canaux Shaker sortants dans 
la physiologie de la plante, et plus particufierement dans le developpement de la baie 
de raisin. 

En collaboration avec Charles Romieu, j'ai realise I'etude des deux premieres 
fructifications (ete 2003 et printemps 2004) de ces transformants. Le resultat de ces 
observations est presente, ainsi que les etapes anterieures du travail sur VvSOR. 
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ABSTRACT 

The amount of K + accumulated in the grapevine berry has been shown to strongly 
influence the composition and quantity of organic acids stored in this fruit. Searching 
for transport systems involved in K + loading of grape berries, we identified an 
outwardly rectifying Shaker K + channel that we named VvSOR. When expressed in 
Xenopus oocytes, VvSOR displays functional properties reminiscent of those of the 
two Arabidopsis outwardly-rectifying Shaker channels AtSKOR and AtGORK. VvSOR 
is expressed in aerial vegetative parts and also in the fruit. Taken together, the 
functional properties and expression pattern suggest that VvSOR is a grapevine 
counterpart of the Arabidopsis GORK channel, which is notably expressed in guard 
cells and involved in regulation of stomatal aperture. Analysis of VvSOR expression 
pattern during berry maturation suggests that this channel could also be involved in 
sustained wholesale K + transport into grape berries. Interestingly, VvSOR- 
overexpressing transgenic grapevines yielded larger berries with a higher 
tartrate/malate ratio. 

Keywords: potassium channel; Vitis vinifera\ outward rectifier; grape berry. 
INTRODUCTION 

In addition to its high economical importance (Dutruc-Rosset, 2003), grapevine 
provides a model for investigating adaptation to water stress, development of non- 
climacteric fruits and physiology of acidic fruits. The vacuolar pH of grape berry cells 
is estimated between 2.2 and 3.5 (Hrazdina et al., 1994), due to a large accumulation 
of tartaric and malic acids during the development of the fruit. K + being the most 
abundant cation in the cell, it is largely involved in the electrical neutralization of 
those organates. A large set of data has shown that an increase in the K + content 
(due to potassium fertilization or increase in K + uptake efficiency of the rootstock) 
leads to a modification of the accumulation pattern and of the relative concentrations 



page 119 



of organic acids in the berry (Hale, 1977). However, the relationships between K + 
accumulation and organic acid composition of the ripe berry are still poorly 
understood at the molecular level. 

In order to understand at the molecular and cellular levels the determinants of K + 
fluxes in the fruit, we searched for potassium transporters expressed in that organ. 
Shaker-like channels identified in Arabidopsis Have been shown to be involved in 
long-term wholesale fluxes of K + (Very and Sentenac, 2003). Grapevine 
counterparts of these channels can therefore be expected to play important roles in 
the control of K + loading into the fruits. In a previous search for grapevine Shaker-like 
channels, we identified VvSIRK, an inwardly rectifying Shaker channel which displays 
developmental regulation in the berries (Pratelli et al., 2002). In a search for 
outwardly rectifying channels, we characterized VvSOR, a new Shaker-like 
potassium channel expressed in the berries. Here we notably show that VvSOR- 
overexpression in transgenic grapevines results in a significant increase in berry 
mean size and in the tartrate/malate ratio. 

RESULTS 

Cloning of a cDNA encoding a K + channel similar to SKOR-like channels 

A grapevine berry cDNA library was screened with a probe prepared from the 
Arabidopsis thaliana outwardly-rectifying potassium channels AtSKOR and AtKCOl 
cDNAs (see Material and Methods). One positive phage was obtained. Sequencing 
the 2.4 kbp insert showed it consisted in an incomplete ORF, similar to SKOR. RACE 
experiments allowed to obtain a cDNA fragment containing the beginning of the ORF 
and about 150 additional bp corresponding to the 5'UTR region. The full-length cDNA 
(2.5 kbp) was named VvSOR (Vitis vinifera Shaker-like Outward Rectifier, EMBL 
database accession number: AJ490336). 

VvSOR encodes a 796-amino acid polypeptide with a molecular weight of 91 .2 kDa. 
WSOR exhibits the typical structure of the plant Shaker channels (Fig. 1 A), i.e. (i) a 
short N-terminal region, (ii) a hydrophobic core composed of 6 transmembrane 
segments (named S1 to S6) and a pore forming domain (P) between S5 and S6, 
(iii) a long C-terminal region containing a putative cyclic nucleotide binding domain, 
followed by an ankyrin domain consisting in six ankyrin repeats and a K H a domain, 
rich in hydrophobic and acidic amino acids (Zimmerrnann and Sentenac, 1999). Both 
the C- and the N-terminal regions of the plant Shaker channels are believed to be 
cytoplasmic. Compared to the inward channels WSIRK, AJKAT1 and AfAKTI, 
VvSOR contains 8 additional amino acids in the S5-P linker (Fig. 1B), which are also 
found (in a more or less conserved manner) in the outward channels AfSKOR, 
AfGORK and PfORK (Langer et al., 2002). This additional sequence in WSOR is 
more similar to that of the Arabidopsis channels than to that of the poplar one, 
whereas the overall sequence similarity for P, S5 and S6 reaches 95% (Fig. 1 B) for 
these 4 channels. It is also worthwhile noting that the S4 domains of WSOR and 
AfGORK are almost identical (Fig. 1 C). 

At the whole protein level, WSOR shares 74% identity with AfSKOR (Gaymard et 
al., 1998) and 68% with >4fGORK (Ache et al., 2000). The comparison of the gene 
structures (i.e. intron positions) of WSOR, AtSKOR and AtGORK showed, however, 
that the Vitis gene is more closely related to AtGORK, as the two genes possess 
common specific intron positions that cannot be found in the AtSKOR gene (Pilot et 
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al., 2003b). VvSOR is then likely to be the orthologous gene of AtGORK in 
grapevine. 

Southern analysis of genes similar to VvSOR in Vitis genome 

Southern blots of leaf genomic DNA were performed using VvSOR cDNA as a probe 
(data not shown). The complexity of the banding pattern suggests that there is at 
least one other gene (possibly two) highly similar to VvSOR in the grapevine 
genome. Accordingly, an AtSKOR-like channel expressed in grapevine roots was 
recently identified by systematic sequencing of Vitis cDNA (Decroocq et al., 2003). 
Two AtSKOR paralogs have also been identified in rice (Pilot et al., 2003b). 

Functional characterization in Xenopus oocytes 

VvSOR electrophysiological properties were analysed after injection of WSORcDNA 
(cloned in the pCI vector) in Xenopus oocytes. In pC\-VvSOR injected oocytes 
bathed in 10 mM K + , depolarization of the membrane beyond -60 mV elicited an 
outward current that was not recorded in control oocytes injected with empty vector 
(data not shown). The exogenous macroscopic current displayed sigmoidal activation 
(Fig. 2A). No inactivation could be observed even during depolarizing pulses lasting 
50 s (not shown). Plotting the steady-state current against the voltage in different 
external K + conditions (10 or 100 mM) revealed a strong outward rectification 
(Fig. 2B) and a positive shift of the threshold activation potential towards the K + 
equilibrium potential (E K )- The reversal potential of the WSOR tail current (E rev ) 
determined in these two different external K + concentrations was found to remain 
close to £= K (Fig. 2B, inset), indicating that the outward current mediated by WSOR 
was mainly carried by K + ions. 

Relative permeability ratios were calculated, as described (Lacombe and Thibaud, 
1998), from E rev values in different external solutions (not shown). WSOR displays 
the following permeability sequence: K + >Rb + »Na + (P Rb /PK=0.47± 0.03, n=4; 
P Na /PK=0.02± 0.003, n=5). 

The patch-clamp technique (cell-attached configuration) was used to investigate 
single-channel properties of VvSOR. Fig. 3A shows an example of the most frequent 
single-channel activity recorded in membrane patches from WSOR-injected oocytes, 
with 10 mM K* in the pipette (i.e., at the extracellular side of the membrane patch). 
This activity resulted only in outward currents and was observed only at potentials 
positive to ca. -60 mV. The sum of 150 current records obtained at +40 mV resulted 
in a pseudo macroscopic record that was clearly reminiscent of the macroscopic 
current trace recorded by the two-electrode voltage-clamp technique upon 
depolarization at +40 mV (Fig. 3B). Thus, the single r channel current shown in Fig. 3A 
was likely to be mediated by VvSOR. Analysis of the single-channel current-voltage 
relationship allowed determination of the single-channel slope conductance (Fig. 3C): 
34 pS in 100 mM and 23 pS in 10 mM external K + . 

WSOR current was decreased by external s mM Ba 2+ (64±7% inhibition at 40 mV, 
n=3) and 10 mM TEA (67±3%, n=3), as well as by 10 pM verapamil (46±8%, n=3). 
Inhibition of VvSOR by these blockers is similar to that of >4fSKOR (Gaymard et al., 
1 998) and AtGORK (Ache et al., 2000). 

As already observed for Arabidopsis outward channels, VvSOR activity displays a 
dependence on external K + : decreasing the external K + concentration in the range 
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from 10 mM to 1 and 0 mM caused a decrease of the outward current (Fig. 4A) 
despite the increase in driving force for such a current. 

VvSOR channel activity was reduced upon both internal and external acidification. At 
external pH 7.4, a decrease in internal pH from 7.4 to 7.2 (induced by the presence 
of acetate in the bathing solution, (Lacombe et al., 2000a) caused a strong decrease 
in VvSOR current (Fig. 4B), reminiscent of that reported for AtSKOR in similar 
conditions (Lacombe et al., 2000a). Acidification of the external solution from pH 8 to 
5.8 was found to inhibit VvSOR currents, as previously shown for both AtSKOR and 
and AtGORK currents (Ache et al., 2000; Lacombe et al., 2000a). The sensitivity of 
VvSOR to these changes in external pH was however rather weak, when compared 
to that of AtSKOR. Regarding this feature, VvSOR is thus closer to AtGORK (Ache 
et al., 2000) than to AtSKOR (Lacombe et al., 2000a). 

Localization of SOR expression 

Transcripts encoding Shaker channels are not abundant in grapevine (Pratelli et al., 
2002). Expression analyses were thus performed by RT-PCR, with RNAs extracted 
from leaves, young stalks, roots and berries at three different stages of development. 
VvSOR transcripts were detected in all aerial organs tested, but not in roots (Fig. 5A). 
The time course of VvSOR expression during berry maturation was examined using 
semi-quantitative RT-PCR on 6 samples collected along berry development. The 
VvSOR transcript accumulation, expressed relatively to that obtained for the EF1y 
transcript (control), was low (Fig. 5B). The amount of VvSOR transcript reached a 
maximum at the time of veraison and then slightly decreased during maturation. 

Modifying SOR expression level increases size and tartrate/malate ratio of 
grape berries 

With the objective to obtain additional clues about the physiological role of VvSOR, a 
reverse genetic approach has been set up. The VvSOR cDNA was cloned 
downstream of a CaMV 35S promoter in a pBIB-Hygro vector (Becker, 1990) and 
Vitis embryogenic calli were transformed with the resulting construct or the 
corresponding empty vector (control, see Methods). Control and SOR 
overexpressing plants (noted p35S::SOR) were regenerated and grown until 
fructification (see Methods). 

During the first experiment (summer 2003), ripe berries sorted into the major density 
class (12<PAD<13) were numbered and weighted. The mean berry weight in this 
class was M3.95 g (+/- 0.12) for the control and 1.55 g (+/- 0.11) for the p35S::SOR 
plants, yielding an increase in size of 61% for this main density class (50% for the 
bulk harvested ripe berries with 1 1<PAD<14). 

The second experiment (spring 2004) was performed with controlled light, air 
temperature and humidity and watering conditions. Respectively 6 and 14 plants of 
the control and the p35S::SOR genotypes (corresponding to 3 and 7 independent 
lines respectively) were grown up to fruit ripeness that was achieved in May 2004. 
The time course of the increase in volume was recorded bunch by bunch for each 
plant of the two genotypes. Berries having been numbered in each bunch, the mean 
berry volume could be obtained for each bunch. Data obtained for both p35S::SOR 
and control plants were subsequently averaged, evidencing that berries of the former 
plants got a larger volume at ripeness than those of the latter ones (Fig. 6A). 
Expressing the data as percent of the volgme at ripeness allowed to point out that the 
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difference between the p35S::SOR genotype and the control one appeared at the 
early stages of berry development (Fig. 6B, note that this is emphasized in the inset). 
The K + concentration in the berries was found to be essentially independent of the 
genotype (Fig. 7A), but/according to the difference in the average berry volume (Fig. 
7B), the calculated K + content of berries was larger in p35S::SOR grapevines than in 
control ones. 

In the same way, neither the pH nor the acidity were merely different between the 
studied genotypes neither at veraison nor at ripeness. The concentration and amount 
of accumulated tartaric acid (and to a lesser extent those of malic acid) were 
however different: more tartaric acid was found accumulated in berries from 
p35S::SOR grapevines than in berries from control ones (Fig. 7C). This resulted in a 
higher tartaric acid / malic acid ratio in musts obtained at ripeness from p35S::SOR 
grapevines than in musts from control ones (2.8 +/- 0.4 versus 1 .9 +/- 0.6). 

DISCUSSION 

The grapevine berry development displays two growth periods separated by a phase 
of slow or no growth (Mpelasoka et al., 2003). The entry in the second growth period 
is named "veraison" and corresponds to the sudden onset of ripening. The first 
growth period is characterized by a massive accumulation of organic acids (mostly 
tartaric and malic acids) in the vacuole (e.g., malic acid can be stored up to 200 
mmol.r 1 ; Winkler et al. f 1974). During the second growth period, cell expansion is 
mainly driven by accumulation of sugars, while the relative organic acid content 
decreases. The final concentration of both tartaric and malic acids reaches 30 to 50 
mmol.r 1 . The determinants of the accumulation of organic acids are still poorly 
understood, but a high level of K + in the berries is known to result in over- 
accumulation of malate versus tartrate (Hale, 1977). In addition, a high K + 
concentration promotes the precipitation of potassium tartrate during wine making 
while, at the oenological level, a high concentration of malate in the must should be 
avoided, as this leads to wines of poor quality. With the aim of identifying molecular 
mechanisms responsible for K + accumulation in the berry, we searched for transport 
systems, targeting the so-called Shaker channels since members of the plant Shaker 
family are known to mediate wholesale K + fluxes (Very and Sentenac, 2003). We 
identified a Shaker-like K + channel, VvSOR, endowed with outward rectification and 
expressed in the berry. 

VvSOR shares high amino acid similarity with the two Arabidopsis Shaker channels 
AtSKOR (Gaymard et al., 1998) and AtGORK (Ache et al., 2000). Plant Shaker 
channels have been shown to be involved in the uptake and subsequent transports 
of K + ions in the plant (Very and Sentenac, 2003). They can be sorted into five 
subgroups, each one gathering channels with high sequence similarities and close 
functional properties (Pilot et al., 2003b). One of the subgroups of the family 
(referred to as SKOR subfamily or group #5; Pilot et al., 2003b) is composed of the 
outwardly rectifying channels, including AtSKOR (Gaymard et al., 1998) and 
AtGORK (Ache et al., 2000) from Arabidopsis and PtORK (Langer et al., 2002) from 
poplar (Fig. 1B). Other channels (from rice and Samanea saman) have also been 
included into that group on the basis of sequence identities (Pilot et al., 2003b), but 
AtSKOR, AtGORK, PtORK and VvSOR are so far the only members to be 
characterized at the functional level. 

The behaviour of VvSOR in Xenopus oocytes is similar to that of the AtGORK, 
AtSKOR and PtORK channels and to the outwardly-rectifying K + conductances 
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characterised in vivo in guard cells (Blatt and Gradmann, 1997; Roelfsema and 
Prins, 1997) and root parenchyma cells (Roberts and Tester, 1995; de Boer and 
Wegner, 1997). The growing number of channels characterised at the functional level 
in that group allows to hypothesize about their structure-function relationships. 
Particularly, AtSKOR, AtGORK and VvSOR present markedly different sensitivities to 
extracellular protons. The weak sensitivity of VvSOR to extracellular acidification 
(Fig. 3C) is similar to that of VvGORK (around 30% inhibition for a pH decrease from 
7.4 to 5.6; Ache et aL, 2000) and less pronounced than that of SKOR (50% inhibition 
for a pH decrease from 7.4 to 6.4, (Ache et aL, 2000; Lacombe et aL, 2000). 
Histidine residues can play a role in pH sensitivity in Shaker channels (Madeja, 2000; 
Geiger et aL, 2002). The absence of two histidine residues in the S4 transmembrane 
segment of VvSOR and AtGORK, when compared to AtSKOR, could explain the 
differences in sensitivity to pH between these channels (Fig. 1C, see Lacombe et al., 
2000a). 

The two paralogs of VvSOR in Arabidopsis, AtSKOR and AtGORK, strongly differ in 
their expression pattern. AtSKOR expression seems to be strictly restricted to the 
stele in the root (Gaymard et al., 1998) and to the pollen (Mouline et aL, 2002), 
while AtGORK expression has been detected in all organs, roots, stems, leaves and 
flowers (Ache et al., 2000). The RT-PCR analyses indicated VvSOR expression in 
all the green aerial parts of the plants. Although no VvSOR transcripts could be found 
in roots (where both AtGORK (Ache et al., 2000) and AtSKOR (Gaymard et aL, 1998) 
are expressed in Arabidopsis), the data suggest that the expression pattern of 
VvSOR is more related to that of AtGORK than to that of AtSKOR. It is therefore 
tempting to speculate that VvSOR would be expressed in guard cells and involved in 
the control of stomatal movements and transpirational water loss, as recently 
reported for AtGORK (Hosy et aL, 2003). Grape berries possess a few guard cells 
before veraison (i.e., the onset of ripening), but after veraison, the berry stomata 
regress in non-functional lenticels (Blanke et aL, 1999). The expression pattern of a 
K + channel gene specifically expressed in guard cells, VvSIRK, was previously 
studied (Pratelli et al., 2002). VvSIRK transcript accumulation in the berry was found 
to dramatically decrease after veraison and to become rapidly undetectable after this 
stage. Conversely, VvSOR transcript accumulation in the berry was found to be 
almost constant all along the maturation. Moreover, based on the comparison of the 
RT-PCR data, the berry content in VvSIRK transcripts would be much lower than that 
in VvSOR transcripts. Thus the whole set of data strongly suggests that VvSOR 
expression in the berry is not restricted to the guard cells, but also takes place in 
other cell types or tissues. It has been shown that, during the berry development, K + 
is highly and constantly accumulated in the exocarp and in the cells surrounding the 
bunch of vascular tissues linking the pedicel to the berry. On the contrary, the flesh 
cells contain low amounts of K* (Possner and Kliewer, 1985; Coombe, 1987). 
VvSOR being an outwardly rectifying channel allowing sustained fluxes of K\ it could 
play a role in K + unloading from the vascular tissues, allowing K + translocation 
towards the exocarp cells. 

Comparing p35S::SOR plants to control ones provided further evidence of the role of 
this gene in berry development, ripening and biochemical content. The larger berry 
size of the p35S::SOR grapevines (Fig 6A) resulted from a benefit got at the early 
stages of berry development (Fig. 6B), when cell divisions occur (Mpelasoka et al., 
2003). During the subsequent stages of berry development, cell divisions are no 
longer observed but rather is cell expansion (Mpelasoka r et al., 2003). VvSOR 
oveV-expression would thus have resulted in more cell division and would have poorly 
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affected the stages of cell expansion. Regarding the berry K + content, while K + 
concentration was essentially unchanged, thre K + amount transferred to the berry was 
larger (Fig. 7A and B). 

Starting from the veraisdn, the water and mineral supply to the grape berries tends to 
occur mainly via the phloem (Mpelasoka et a!., 2003). It is worth noting that the 
Arabidopsis GORK channel has been reported to be expressed in phloem tissues, 
where it would play a role in K + unloading towards sink tissues (Becker et a!., 2003) . 
In this context, that the increase in berry size was closely related to the increase in 
bulk berry K + content suggests both that K + loading into the berry can be a growth 
limiting factor and that WSOR (possibly expressed in phloem) plays a role in this 
loading and, thereby, in berry development. 

Tartaric acid accumulation in berries is known to occur mainly at the early stages of 
development and to subsequently remain more or less constant (Mpelasoka et al., 
2003). On the contrary, malic acid accumulation rather accompanies the cell 
expansion phase until the veraison before decreasing during the ripening (Mpelasoka 
et al., 2003). Accordingly to the above deduction that VvSOR over-expression mainly 
affected the early stages, tartaric acid amounts were actually more increased than 
malic acid ones in the berries harvested at the veraison (Fig. 7D and F). This higher 
tatrate/rnalate ratio in berries from p35S::SOR plants was even increased at 
ripeness. Therefore, in addition to yielding a larger berry mass, VvSOR 
overexpression increased the tartrate/malate ratio at ripeness. 

A dominant negative strategy, based on overexpression of a mutated VvSOR 
channel endowed with dominant negative behaviour (obtained as previously 
described for other plant Shakers (Baizabal-Aguirre et al., 1999) has been initiated in 
order to further analyse the roles of VvSOR in the plant and, in particular, in berry 
development (in progress). 

In conclusion, we have identified a new member of the plant Shaker-like K + channel 
family. This outwardly rectifying channel cloned in grapevine, VvSOR, displays 
functional features reminiscent of those of the GORK channel cloned in Arabidopsis 
and could be involved in K + loading in sink organs. Interestingly, over-expressing 
VvSOR in transgenic grapevines yielded increase in berry size and tatrate/malate 
ratio at ripeness, both phenotype traits potentially being of oenological interest. 

MATERIALS AND METHODS 

The plant material and the techniques used for genomic analyses were described 
previously (Pratelli et al., 2002). 

Library screening 

A berry cDNA library (cv Pinot noir; described in Fillion et al., 1999), prepared in 
?tZAP II vector (Stratagene) was screened using standard plaque-lift method 
(Sarnbrook et al., 1989). A probe consisting in a mix of two cDNAs encoding 
Arabidopsis outward rectifying channels (SKOR (Gaymard et al., 1998) and KCOl 
(Czempinski et al., 1997)) was radiolabeled with f 2 P]dATP + dCTP (random priming 
kit, Promega). About 3.1 0 5 plaques were screened. Hybridization was performed in 
Church buffer (Church and Gilbert, "1984) at 65°C for 48 h. Filters were washed twice 
in 2xSSC-0.1% SDS for 10 min each at room temperature and once in 
0.1xSSC-0.1 % SDS for 15 min at 65°C. The positive phage was converted into 
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plasmid clones using the R408 helper phage. After transformation and amplification 
in E. coli DH5a, the insert was subcloned and sequenced. 

RT-PCR 

The RNA-PCR and semi-quantitative RNA-PCR were performed as previously 
described (Pratelli et al., 2002). The specific primers for VvSOR were SOR forward 
(5' GCAAAGTTGCTTTTAGGAAAGCCGGGGC 3") and SOR reverse 
(5' TTCACATAACAAATATAGCTTCTGACC 3'). The primers for EF1 ^were the same 
as in (Pratelli et al., 2002). Expected fragment sizes were 325 bp for SOR and 315 
bp for EF1y 

Expression in Xenopus oocytes and electrophysiologcal analyses 

VvSOR cDNA was cloned in the expression vector pCI and the construct pCI-SOR 
was injected into Xenopus oocytes (purchased from CRBM, CNRS, Montpellier, 
France) using a 10-15 pm tip-diameter micropipette and a pneumatic injector (20 nl 
of 1 pg-Ml" 1 plasmid solution per oocyte). Control oocytes were injected with 20 nl of 
1 M9 M'" 1 empty plasmid solution. 

Whole-cell currents were recorded as previously described (Lacombe and Thibaud, 
1998) using the two-electrode voltage-clamp technique, 3 to 7 days after injection, on 
oocytes continuously perfused with bath solution (see figure legends). Intracellular 
pH was monitored using pH-sensitive microelectrodes prepared and used as 
previously described (Lacombe et al., 2000a; Lacombe et al., 2000b). 
Patch-clamp experiments were performed on devitellinized oocytes as previously 
described (Lacombe et al., 2000a; Lacombe et al., 2000b). 

Obtention and growing of transgenic Vitis lines 

The VvSOR ADNc was cloned between a 35S promoter and a nopaline synthase 
terminator and this construct was inserted in the pBIB-Hygro binary vector (Becker, 
1990) for Agrobacterium tumefaciens mediated transformations of grapevine 
embryogenic calli as described (Torregrosa, 1998; Pratelli et al., 2002). 
Ten transformed calli were obtained, three carrying the empty pBIB-hygro plasmid 
(control) and seven the 35S::VvSOR-recombinant plasmid. About 1 year was needed 
to regenerate transgenic plants. Two individuals obtained from of each of the 
transformed calli were put in soil for the subsequent studies. 

Growing transgenic grapevines 

During the first two years, the regenerated grapevines were grown on soil in a 
standard greenhouse where they received basic cares only. The present data result 
from a first harvest made in 2003 and from a second one made in 2004. After the 
exceptionally hot summer in 2003, the plants were transferred in another greenhouse 
allowing some bioclimatic parameters to be controlled from the budding to the 
harvest: photoperiod (16 h with 150 pmol.nrr 2 .s~ 1 of photon), air hygrometry (50 %) 
and temperature (kept between 20 and 40°C). 

Berry development and biochemical studies 
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From 10 days after flowering, the volume of each bunch was estimated by steeping it 
in a vessel filled with water up to a reference line (2004 experiment only). The 
amount of water used was obtained by weighting. The shape and size of the ves'sel 
was adapted to each bCfnch so that this non destructive volume determination yielded 
data with a rough precision of 1%. The average berry volume of a given bunch was 
obtained by dividing the bunch volume by the number of berries on this bunch. 
Cautious palpation of berries and daily observation (both 2003 and 2004 
experiments) allowed to detect early softening and colour change marking the 
inception of ripening ("veraison") for one or few berries in a bunch. Happening of 
veraison for any given bunch was corroborated by the volume time-course data 
obtained by the above described volumetric method (see Fig 6). Some berries (ca. 
10% of each bunch) were harvested at that time for biochemical analysis at the so- 
called "green state". The remaining berries were harvested at maturity and similar 
analyses yielded "ripeness" data. 

For the biochemical analyses, berries were excised with a 1 mm long pedicel piece. 
The excised berries and the remains were weighted separately for each bunch. All 
the berries from a given plant were then pooled and subsequently sorted into density 
classes by testing their ability to float in a series of eight salted-water bathes of 
different concentrations. Only four density classes were kept: the two mostly 
populated ones, the lower density ones were pooled into a single one and the upper 
density ones were pooled into a single one. Each of these four density classes was 
numbered and weighted. Berries were then carefully crushed to separate the juice 
(must) from almost dried skins and other solid matters including intact seeds. For any 
must sample, the weight and volume were noted and the potential alcoolic degree 
(PAD) was measured with a portable refractometer. 

The pH and acidic content (titration to pH 8.3 with 0.1 N KOH), K + concentration 
(flame photometry), malic and tartaric acids concentrations (high-pressure liquid 
chromatography) were measured on aliquots of any must sample. "Ripeness" data 
shown in Figure 7 are from assays performed on the musts obtained from berries 
sorted in the two major density classes (corresponding to a potential alcoholic degree 
of 12 and 13). 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. VvSOR encodes a Shaker-like K + channel highly similar to Arabidopsis 
outwardly rectifying channels. A, Predicted structure of VvSOR and plant Shaker-like 
channels. S1 to S6: the 6 transmembrane segments which form the channel 
hydrophobic core. P: pore domain. cNBD: putative cyclic-nucleotide binding domain. 
Ankyrin: domain displaying ankyrin-like repeats. K H a: domain rich in acidic and 
hydrophobic amino-acids. B, Sequence comparison of the S5-P linker of VVSOR, 
/USKOR (CAA11280), >4fGORK (AJ279009), PtORK (AJ271446), all belonging to the 
5 th (according to Pilot et al., 2003) subgroup of plant Shaker channels and 
characterised as outward channels, AtAKTI (1 st subgroup, S23606), AfKATI and 
WSIRK (2 nd subgroup, S32816 and AF359521 , resp.) which are inward channels. C, 
Comparison of the S4 sequence in VvSOR, AtGORK and AtSKOR. 



Fig. 2. Macroscopic current analysis in Xenopus oocytes shows that WSOR is an 
outwardly-rectifying voltage-gated channel. A: Current traces recorded in a 10 mM K + 
external solution in response to 15 successive stimulations of 3.75 s each, at voltage 
values ranging from -80 to +60 mV (in 10 rnV increments, from a holding potential of 
-80 mV). These current traces are representative of data obtained on 5 different 
oocytes. B: Current-voltage curves. The steady-state current recorded at the end of 
the activation step was plotted against the membrane potential for 2 different external 
K + concentrations: 100 mM (diamonds) and 10 mM (circles). The corresponding E K 
values are indicated. Inset: plotting the reversal potential E rev for the VvSOR current 
(closed diamonds; mean ± SE; n = 4; values obtained from tail current analysis) 
versus the external concentration of K + revealed that E rev shifted by 55 rnV for a ten- 
fold increase in external K + concentration, as expected for a selective K + channel. 
Solid line in the inset: K + equilibrium potential (E«) calculated with the Nernst 
equation. 



Fig. 3. Single channel analysis of VvSOR in Xenopus oocytes. A, VvSOR 
single-channel currents in a Xenopus oocyte recorded in the cell-attached 
configuration at 0, +30 and +60 mV (C, closed state; 01, 02, 03 and 04, one, two, 
three and four open channels, respectively). The pipette solution contained 10 mM 
K + . B, Comparison of SOR activation kinetics obtained by macroscopic currents (two- 
electrode voltage-clamp, upper trace) and single channel (patch clamp, cell attached, 
lower trace, data points are the means of 150 episodes at +40 mV). 
C, single-channel current-voltage relationship in two different external (pipette) K + 
concentrations: 10 mM (closed symbols) and 100 mM (open symbols). Each symbol 
corresponds to a different patch (n = 4). Dotted lines are linear regressions allowing 
determination of the single channel conductance: 23 pS in 10 mM K + and 34 pS in 
100 mM K + . 



Fig. 4. VvSOR is K + and H + sensitive. A, Effect of external K + concentration on 
VvSOR steady-state current. The external solution contained 1 mM CaCI 2 , 1.5 mM 
MgCI 2 , 5 mM HEPES (pH 7.4) and 1 mM KCI/99 mM NaCI (squares), or 10 mM 
KCI/90 mM NaCI (triangles), or 100 mM KCI (diamonds), or 100 mM NaCI (circles). 
While the driving force for outward K + current was increased by decreasing external 
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K + concentration from 10 to 0 mM, the current decreased. This is shown by the inset 
where the value of the steady-state current at +40 mV is plotted against the external 
K + concentration. B, Effect of internal acidification. Relationship of normalized steady- 
state VvSOR current to the membrane potential at internal pH 7.4 (100 mM KCI, 
pH 7.4, in the bath, circles) or at internal pH 7.2 (100 mM K-acetate, pH 7.4, in the 
bath, diamonds) (mean ± SE; n=3 to 7 oocytes'). C, Effect of external acidification. 
Relationship of the normalized steady-state VvSOR current to the membrane 
potential (in 10 mM external K + ) at external pH 8.0 (squares), or 7.5 (circles), or 5.6 
(triangles) (mean ± SE; n = 3 to 7 oocytes), 

Fig. 5. SOR is expressed in the aerial organs. A, Localization of the expression of 
VvSOR by RT-PCR. RNA were extracted from stalks (S), roots (R), stems (St), 
leaves (L), green berries (GB), berries at veraison (BV) and mature berries (MB). 
MW: molecular weight markers. RT-PCR reactions were run with specific primers for 
VvSOR cDNA and for EF1y cDNA (used as a positive control; see experimental 
procedures). B: Expression of VvSOR in berry pericarp at different developmental 
stages analyzed by semi-quantitative RT-PCR. The results (mean ± SE, n = 3) were 
normalized by using the EF1 /control. Steps of berry development are expressed in 
weeks before/after veraison (onset of ripening: see discussion). 



Fig. 6. Berries from VvSOR-overexpressing grapevines are bigger than berries from 
control ones. A, The volume of bunches was periodically measured by a non 
destructive method and the average berry size was calculated as detailed in the 
"Materials and Methods" section. Absolute values are displayed from day 0 
(flowering) to ca. day 90 (harvest at ripeness). B, Relative values, expressed in 
percent of the value at ripeness, are displayed. The inset in B shows the ratio at any 
time between the data for VvSOR-overexpressing grapevines and the data for control 
ones. Data are given as mean ±SE of 2000 and 3200 values respectively from 14 
p35S::SOR grapevines (7 different genotypes) and 6 control grapevines (3 different 
genotypes). 

Fig. 7. K + , malic acid and tartaric acid content of berries from p35S::SOR grapevines 
and control ones. A, K + concentration (mean ± SE) in berries harvested at veraison or 
at ripeness from control grapevines (white bars, n = 6) or VvSOR-overexpressing 
ones (black bars, n = 14). B, K + amount accumulated per berry (data from A 
multiplied by the average berry volume from Fig. 6A). Same legend and sampling as 
in A. C / D and E / F, respectively malic acid concentration / amount and tartrate 
ones. Same legend and sampling as in A / B for K + . "Green-state" data regards the 
liquid extract (20% of solid matter left) from the berries harvested at veraison and 
subsequently pooled for any genotype. "Ripeness" data regards the must (10% of 
solid matter left) from those berries harvested at ripeness, which fell in the two major 
density classes (see Methods). 
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Le canal GORK est responsable de la conductance potassique sortante activee par 
la depolarisation de la cellule de garde. En effet, cette conductance est absente chez 
le mutant KO gork-1. II etait courarnment admis que la fermeture stomatique 
impliquait une sortie massive de K + , or les plantes gork-1 ne montrent qu'une faible 
alteration de la cinetique de fermeture stomatique en fin de photoperiode. Deux 
hypotheses permettraient d'expliquer ce faible phenotype observe sur plante entiere. 
II pourrait exister une autre voie pour I'efflux de potassium, ou un autre osmoticum 
que K + pourrait etre mis en jeu lors de la fermeture stomatique en fin de journee. 
Des canaux differents des canaux Shaker et pouvant cependant permettre un efflux 
de K + ont en effet ete identifies sur la membrane des cellules de garde : des canaux 
mecanosensibles (Cosgrove and Hedrich, 1991), ou des canaux cationiques non 
selectifs de type cNGCs (Talke et al., 2003). Malheureusement, peu de donnees sont 
disponibles sur ces canaux mecanosensibles et il est difficile de discuter I'hypothese 
de leur role dans les mouvements stomatiques. Les cNGCs, jouent probablement un 
role dans la rnachinerie stomatique mais ils semblent impliques plus dans les 
mecanismes de signalisation que dans les flux massifs d'ions (Talke et al., 2003). 
Le role du potassium dans les mecanismes de fermeture stomatique a deja ete 
discute par Talbott et Zeiger qui observent une nette augmentation de la 
concentration des osmotica organiques (sucres) tout au long de la journee, au 
detriment de la concentration en potassium (Talbott and Zeiger, 1998). Cela 
expliquerait le faible impact de la mutation gork-1 sur la fermeture stomatique a la 
tombee de la nuit qui pourrait mettre en jeu les sucres plutot que K + . L'effet de la 
disruption de GORK, est d'ailleurs plus marque lors des experiences realisees sur 
epidermes peles, c'est a dire sur un systeme n'ayant pas les apports en sucre issu 
de la photosynthese des cellules mesophylliennes. 

En collaboration avec Anne Lebaudy (doctorante au laboratoire), j'ai mis au point des 
plantes mutantes ne possedant plus de conductance potassique entrante sur la 
membrane des cellules de garde, en transformant des plantes portant une insertion 
d'ADN-T dans le gene KAT2 (plantes KO) par un polypeptide KAT2 dominant negatif. 
L'analyse electrophysiologique de protoplastes de cellules de garde de ces plantes 
confirme une complete disparition des courants voltage dependant entrants, et 
I'analyse physiologique revele que la mutation affecte tres fortement I'ouverture 
stomatique a la lumiere. Ces resultats dernontrent que le potassium peut jouer un 
role preponderant en tant qu'osmolyte de la cellule de garde. Le relativement faible 
impact de la disruption de GORK sur la fermeture stomatique en fin de photoperiode 
suggere que GORK serait implique dans I'adaptation du degre d'ouverture aux 
conditions environnementales plutot que dans fermeture a I'obscurite. Afin de verifier 
cette hypothese, ils faudrait comparer les transpirations des plantes sauvages et 
gork-1 dans des conditions climatiques fluctuantes en termes de demande 
evaporative, de lumiere ou de C0 2 . 

Le "systeme heterologue protoplaste de tabac" initialement mis en place pour 
I'etude de la sous-unite AtKC1 est un outil qui devrait permettre la caracterisation 
fonctionnelle de certains au moins des nombreux canaux vegetaux qui ne 
s'expriment pas dans les systemes heterologues classiques. Un premier succes 
dans ce domaine a deja ete obtenu avec le canal AKT6. Ce canal Shaker 
d'Arabidopsis (sous famille des AKT; (Pilot et al., 2003c), n'a jamais pu etre 
caracterise fonctionnellement en ovocyte de xenope. Nous avons recemment 
exprime ce canal dans les cellules de, tabac, et enregistre des courants entrants 
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exogenes, s'activant pour des potentiels d'environ -120 mV. Ces resultats sont 
encore prelim inaires et la caracterisation d& AKT6 reste a faire. Mais cette premiere 
expression fonctionnelle de AKT6 confirme Tutilite du systeme d'expression que nous 
avons mis au point et ouvre peut-etre la voie vers une caracterisation prochaine de 
certains canaux recalcitrants de type KCO, cNGC ou CLC. De plus, le rendement 
eleve de co-transformation offert par ce systeme pourrait permettre d'etudier, dans 
un contexte vegetal, la regulation de I'activite des canaux par des proteines de type 
phosphatase, kinase, proteine G, etc. ainsi que de tester les partenaires 
hypothetiques identifies par le programme de criblage system atique de banques 
d'ADNc d'Arabidopsis dirige dans I'equipe par Isabelle Cherel. 

Le travail effectue sur la sous unite AtKC1 ouvre, quant a lui, deux types de 
perspectives differentes, celles concernant I'heteromerisation entre la sous-unite 
AtKC1 et les autres sous-unites Shaker, et celles concernant le role physiologique 
d'AtKd. 

Des experiences preliminaires ont ete effectuees afin de determiner si la 
stcechiometrique de I'heteromerisation AKT1/AtKC1 a un effet fonctionnel. Pour cela, 
nous avons modifie les rapports entre les plasmides lors de la co-transformation, afin 
de modifier le niveau d'expression relatif de chaque sous-unite. II s'est avere qu'une 
augmentation de la quantite de plasmide AtKC1 menait a une augmentation du 
nombre de cellules presentant des courants de type 4 (ayant un potentiel d'activation 
proche de -160mV, voir la figure %. de I'article 3). Cela semble indiquer que le 
potentiel d'activation des heteromeres est dependant du nombre de sous-unites 
AtKC1 presentes dans le canal selon un patron qui pourrait etre le suivant: 0 AtKC1 / 
4 AKT1 avec activation a -40 mV (pattern 2, figure 1 d de I'article 3); 1 AtKC1 / 3 
AKT1 avec activation a -100 mV (pattern 3, figure 1 e de I'article 3); 2 AtKC1 / 2 
AKT1 avec activation a -160 mV (pattern 4, figure 1 f de I'article 3). Cette hypothese 
pourrait etre testee en exprimant, par exemple, une fusion AtKC1::AKT1 qui devrait 
conduire au pattern 4. II serait aussi interessant de regarder si des rnecanismes 
stoechiometriques similaires sont presents lors des heteromerisations entre AtKC1 et 
KAT1 (dont I'heteromerisation est averee, figure 1 k de Particle 3), et eventuellement 
les autres sous unites Shaker codant des canaux entrants (peut etre KAT2, AKT2, 
AKT6 et SPIK). 

Au niveau physiologique, le phenotype etonnant du mutant d'insertion dans le 
gene AtKC1 doit etre etudie dans le detail. L'effet de la mutation sera recherche a 
toutes les etapes (accessibles a la mesure) de la circulation de K + dans la plante. 
Ceci pourrait permettre de decouvrir lesquelles de ces etapes sont impliquees dans 
la resistance aux fortes humidites : absorption de K + afin de moduler la poussee 
racinaire, distribution foliaire du potassium de fagon a reguler la guttation, etc.? Mais 
il serait aussi interessant de determiner la cause de I'exces d'ouverture stomatique 
des plantes KO Atkc1-2. En effet la moderation des mouvements stornatiques, a 
partir des donnees de transpiration obteriues dans la chambre des echanges gazeux 
du CEA a Cadarache (experience identique a celle presente a la figure 5A de I'article 
1), ne revele pas de differences dans les cirietiques dNDuverture et de fermeture, mais 
plutot un effet de la mutation sur I'etat stationnaire du degre d'ouverture des 
stomates. II conviendra de rechercher une eventuelle modification de la pression des 
cellules epidermiques, ou des variations de teneur apoplasmique en K + . 

La suite a donner au travail sur la vigne pourrait, dans un premier temps, 
consister a tenter de mieux comprendre comment la surexpression d'un canal 
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potassique sortant peut augmenter les divisions cellulaires pendant la phase precoce 
du developpement de la baie. Un hypothese de travail est que le flux de K + vers la 
baie en formation est plus important et que cela entrame un plus grand nombre de 
divisions cellulaires/ Cette hypothese pourrait etre testee en apportant a des plants 
de genotype sauvage une suralimentation potassique pendant les phases precoces 
de developpement de la baie (ie, pendant les 1(Ta 15 jours qui suivent I'anthese). Au 
cas ou un tel traitement conduirait a reproduire le phenotype du mutant, il pourrait 
etre envisage une application agronomique. 

Enfin, I'augmentation de la taille moyenne des baies a ete plus importante au cours 
de I'experience realisee en 2003 (annee de la canicule), conduite dans une serre non 
climatisee, avec une vendange estivale qu'au cours de I'experience de 2004, 
conduite en serre climatisee, avec une vendange printaniere (+45% dans le premier 
cas contre + 20% dans le second). Or, les conditions climatiques du vignoble 
mediterranneen sont plus proches des conditions de I'experience de 2003. II faudrait 
done reexaminer I'effet de I'environnement sur le phenotype des vignes surexprimant 
VvSOR. 



En conclusion, j'aurai constate tout au long de ma these a quel point 
I'interdisciplinarite est necessaire a la caracterisation physiologique d'une proteine, et 
que, de fagon surprenante, une des plus grande difficulte est souvent de trouver des 
techniques permettant les etudes physiologiques. En effet, il est extremement difficile 
de caracteriser le phenotype d'une plante mutante, car les facteurs 
environnementaux et internes a la plante perturbent les analyses, et masquent ce 
phenotype. La caracterisation physiologique des mutants etudies pendant ma these 
n^urait pu se faire sans les connaissances et I'aide de Thierry Simonneau du 
Laboratoire d'Ecophysiologie des Plantes sous Stress Environnementaux, d'Alain 
Vavasseur du CEA de Cadarache, et de Charles Romieu et Laurent Torregrossa de 
I'institut d'arboriculture. 
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Proprieties fonctionnelles et roles physiologiques de canaux K + de type Shaker 
chez Arabidopsis thaliana et Vitis vinifera 

Chez les vegetaux, les canaux potassiques de la famille Shaker jouent un role 
majeur dans le controle de la permeabilite de la membrane au K + : ils semblent 
constituer dans de nombreux types cellulaires la principale voie d'entree ou de sortie 
de cet ion. Au cours de ma thesie, j'ai contribue a I'analyse de I'activite et du role in 
planta de deux canaux d'Arabidopsis thaliana et d'un canal de vigne, par des 
approches essentiellement de physiologie et d'electrophysiologie. (i) GORK est le 
canal sortant majeur des cellules de garde, son activite permet de rapides fermetures 
stomatiques en reponse a divers stimuli, menant a une economie d'eau non 
negligeable surtout chez des plantes en stress hydrique. (ii) AtKC1 code une sous 
unite qui regule I'activite d'autres canaux Shaker comme AKT1 et KAT1. L'analyse du 
phenotype du mutant AtKC1 revele que ce gene intervient tres probablement dans le 
controle de I'horneostasie potassique, entraTnant, quand son activite est supprimee, 
une alteration de I'equilibre hydrique de la plante. (iii) VvSOR code un canal sortant 
exprime dans les parties aeriennes de la vigne et plus particulierement dans les 
baies de raisin. L'analyse phenotypique des vignes surexprimant le canal SOR a 
revelee des baies de raisin presentant un exces de taille pouvant aller jusqu'a 60 %, 
ainsi qu'un enrichissement en tartrate et acide tartrique par rapport au malate et 
acide malique. Ces resultats donnent des pistes pour ameliorer les pratiques 
culturales dans une region comme le Languedoc ou I'exces en K + du sol entraTne un 
manque d'acidite du vin. 

Mots cles: Canaux, potassium, Arabidopsis, vigne, stomate, baies de raisin 

Functionnal proprierties and physiological roles of Shaker type K + channel in 
Arabidopsis thaliana et Vitis vinifera 

Shaker K + channels are the mains determinants of the membrane permeability to 
potassium in numerous plant cell types. My PhD work has consisted in the study of 
the physiological role of two Arabidopsis thaliana and one Vitis vinifera channel, (i) 
GORK is the major outwardly rectifying channel expressed in guard cell, its activity 
allowed rapid stomatal closure and so a water economy in water stressed plant, (ii) 
AtKC1 encodes a AKT1 and KAT1 regulatory sub-unit. Phenotypic analyse of a KO 
mutant has revealed that AtKC1 probably allows to control the K + homeostasis and 
hydric status, (iii) VvSOR encodes a outwardly rectifying channel expressed in vine 
aerial part and more particularly in berries. Phenotypical analyse of VvSOR 
overexpression lines have revealed that berries possessing a 60% more important 
size and a relative reaching in tartaric acid vs malic acid without modifying K + 
content. This phenotype are agronomically interesting for lands where the soil 
possessed K + excess as Languedoc which produce wine lacking of acidity. 

Keywords: Channel, potassium, Arabidopsis, vine, stomata, berries 



